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RESUMO 
Os manguezais são ecossistemas peculiares de alta atividade biológica, considerados um dos 
ambientes mais ricos do mundo. No Brasil, os manguezais ainda são pouco estudados, 
tornando o conhecimento e exploração de micro-organismos e seus metabólitos nesses 
ecossistemas um tópico importante. Os manguezais são ambientes adversos, caracterizados, 
em muitos casos, pela alta salinidade, variações constantes de pH e temperatura, e condições 
anóxicas. Micro-organismos adaptados à essas condições podem ser fontes de moléculas 
bioativas ainda desconhecidas e de interesse ambiental e econômico. Neste contexto, o 
presente trabalho teve como um dos objetivos analisar a diversidade taxonômica e funcional 
presente em sedimento de manguezal contaminado com petróleo através do sequenciamento 
de uma biblioteca metagenômica construída em vetor do tipo fosmídio. As análises 
taxonômicas da biblioteca metagenômica mostraram predominância do filo Proteobacteria, 
seguido por Actinobacteria, Planctomycetes, Firmicutes, Cloroflexi e Bacteroidetes. Em nível de 
classe, a mais abundante foi Gamaproteobacteria, seguida de Alfaproteobacteria e 
Deltaproteobacteria. A diversidade taxonômica se reflete na diversidade metabólica, com 
espécies capazes de degradar hidrocarbonetos, oxidar enxofre em zonas de transição oxica-
anóxica costeiras, transformar metais pesados e outros compostos xenobióticos, dentre outras 
habilidades. Em adição, foram realizadas triagens funcionais com 4.800 clones da biblioteca e 
215 isolados bacterianos para esterase e lipase, 5.184 clones para atividade proteolítica e os 
genomas de duas bactérias foram analisados in silico na busca de genes que codificam para 
atividade de catalase. As triagens dos clones resultaram em 17 hits positivos para esterases 
que posteriormente se revelaram falsos-positivos, e 182 hits positivos para proteases nos 
ensaios com sondas, sendo 60 hits positivos no pH 4,0, 55 no pH 7,0 e 67 no pH 9,0. Nos 
ensaios com isolados de bactérias foram detectados 42 com atividade de esterase e 20 com 
atividade de lipase, sendo que a melhor atividade de esterase foi obtida com um isolado de 
Gordonia sp. e a melhor atividade de lipase foi obtida para um isolado de Bacillus safensis. 
Estes dois isolados já possuem seus genomas sequenciados e uma análise in silico foi 
realizada para busca dos respectivos genes de atividade lipolítica. Na busca in silico por 
catalases foi selecionada uma sequência completa para ensaios de expressão. Foram 
desenhados pares de primers para amplificação dos genes das três enzimas e, destes, os 
genes da lipase e da catalase foram expressos, ambos do Bacillus safensis. A caracterização 
funcional e estrutural foi realizada com a catalase, cujo gene possui 1500 pb, é um tetrâmero 
composto por 4 monômeros de 59 kDa cada, ativa em intervalo de pH de 6,0 a 12 e 
temperaturas de 25 ºC a 55 ºC, com atividade ótima em pH 10 e 30 ºC e estável até 40 ºC. Os 
resultados mostraram que o mangue impactado é composto por populações microbianas 
adaptadas ao ambiente, e também responsáveis pela degradação de compostos xenobióticos, 
auxiliando na sua recuperação. A abordagem metagenômica foi bem sucedida nas triagens 
funcionais para proteases, indicando um grande potencial proteolítico no ambiente. As triagens 
funcionais com os isolados mostraram a presença de enzimas lipolíticas ativas, e a catalase 
expressa exibiu características funcionais interessantes, tais como atividade ótima em pH 10 e 
estabilidade térmica até 40 ºC, com potencial aplicação industrial. 
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ABSTRACT 
Mangroves are unique ecosystems of high biological activity and are considered one of the 
richest environments in the world. In Brazil, mangroves are still poorly studied, making the 
knowledge of microorganisms and their metabolites in these ecosystems an important topic. 
Mangroves are harsh environments characterized, in many cases, by high salinity, high pH and 
temperature variations, and anoxic conditions. Microorganisms adapted to these conditions may 
be sources of yet unknown bioactive molecules of environmental and economic interest. In this 
context, one of the objectives of the present study was to analyze the taxonomic and functional 
diversity present in mangrove sediment contaminated with oil through the sequencing of a 
metagenomic library constructed using fosmid vector. The taxonomic analysis of the 
metagenomic library showed predominance of Proteobacteria phylum, followed by 
Actinobacteria, Planctomycetes, Firmicutes, Chloroflexi and Bacteroidetes. At class level, the 
most abundant was Gammaproteobacteria, followed by Alphaproteobacteria and 
Deltaproteobacteria. The taxonomic diversity is reflected in the metabolic diversity, with species 
capable of degrading hydrocarbons, oxidizing sulfur in oxic-anoxic coastal transition zones, 
transforming heavy metals and other xenobiotic compounds, among other skills. In addition, 
functional screenings were performed with 4,800 fosmid clones and 215 bacterial isolates for 
esterases and lipases, and with 5,184 clones for proteolytic activity and the genomes of two 
bacteria were analyzed in silico to search for genes encoding catalase activity. The screening of 
the clones resulted in 17 positive hits for esterases that later proved to be false-positive, and 
182 positive hits for proteases using probe-based assays: 60 positive hits at pH 4.0, 55 at pH 
7.0 and 67 at pH 9.0. Tests with bacterial isolates yielded 42 positive hits for esterase activity 
and 20 for lipase activity. The best esterase activity was obtained with one isolate of Gordonia 
sp. and the best lipase activity was obtained with one isolate of Bacillus safensis. These two 
isolates have their genomes already sequenced and in silico analyses were performed in the 
search for the respective genes of lipolytic activity. In silico analysis for catalase genes was 
performed and a complete sequence was selected for expression assays. Primer pairs were 
designed to amplify the genes encoding the three enzymes, and of these, lipase and catalase 
were expressed, both from Bacillus safensis. The functional and structural characterization was 
carried out with catalase, which gene has 1500 bp, it is a tetramer composed of four monomers 
of 59 kDa each, active in the pH range from 6.0 to 12 and temperatures of 25 °C to 55 °C, with 
optimum activity at pH 10 and 30 °C and stable until 40 ºC. The results showed that oil-impacted 
mangrove is composed by microbial populations adapted to the environment, responsible for the 
degradation of xenobiotics and assisting in the recovery of the mangrove. The metagenomics 
approach was successful in the functional screening for proteases, indicating a great proteolytic 
potential in the environment. Functional screening with the bacterial isolates showed presence 
of active lipolytic enzymes, and the expressed catalase exhibited unique functional 
characteristics, such as optimal activity at pH 10 and thermal stability until 40 ºC, with potential 
industrial application.  
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1 INTRODUÇÃO 
 
Os manguezais são ecossistemas notáveis e altamente produtivos, definidos 
pelas árvores e comunidades presentes no ambiente (Spalding & Collins, 2010). Estão 
localizados em regiões tropicais e subtropicais da Terra e o Brasil é o segundo país 
mais rico em manguezal, com 8,5% de toda extensão desses ambientes no mundo 
(Holguin et al., 2001, Spalding & Collins, 2010). Os manguezais são comumente 
caracterizados pela alta salinidade, alto conteúdo de matéria orgânica, deficiência em 
micro-nutrientes e condição anóxica (Ferreira et al., 2010; Kathiresan et al., 2005). 
Frequentemente, os manguezais estão situados em áreas de intensa influência 
antropogênica, ficando expostos a poluentes, onde a ocorrência e consequências de 
derramamentos de óleo são grandes (Li et al., 2007; dos Santos et al., 2011). 
Mesmo apresentando condições severas, são considerados um dos 
ecossistemas mais produtivos do mundo, com alta diversidade de peixes, moluscos, 
aves, répteis e mamíferos (Spalding & Collins, 2010). Os micro-organismos são 
conhecidos por seu papel fundamental na manutenção da produtividade do 
ecossistema, conservação e recuperação de áreas impactadas. Nos manguezais, 
células microbianas estão envolvidas em uma série de transformações e reciclagem de 
nutrientes, além de produzirem substâncias como antibióticos e enzimas (dos Santos et 
al., 2011; Dias et al., 2012; Taketani et al., 2010; Varon-lopez et al., 2014). Em adição, 
em manguezais impactados com petróleo, a sobrevivência das plantas remanescentes 
depende das atividades da microbiota presente (Gomes et al., 2010). Apesar da 
importância das atividades microbianas, ainda existem poucos estudos acerca da 
filogenia e função dos micro-organismos nesses ambientes, e estima-se que menos de 
5% das espécies encontradas nos mangues tenham sido descritas (Thatoi et al., 2012). 
Em adição, o potencial biotecnológico dos manguezais ainda está em fase inicial 
de exploração, o que torna os manguezais um reservatório para descrição de novos 
micro-organismos contendo particularidades devido à sua evolução sob as condições 
peculiares encontradas nesses ecossistemas (Thompson et al., 2013; Soares Jr. et al., 
2013). 
 Nesse cenário, as enzimas microbianas são de grande importância para o 
desenvolvimento de bioprocessos industriais, devido à necessidade de novas 
estruturas, com atividades melhoradas e mais versáteis, além de economicamente mais 
competitivas (Adrio & Demain, 2014). O uso da metagenômica em um ambiente 
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particular e ainda pouco explorado como os manguezias cria o cenário ideal para um 
programa de bioprospecção de sucesso (Andreote et al., 2012; Adrio & Demain, 2014). 
 Com o intuito de acessar o potencial das comunidades microbianas presentes 
nos manguezais, a construção de bibliotecas metagenômicas, aliada ao isolamento e 
cultivo de micro-organismos, constituem ferramentas poderosas e abrangentes na 
busca de fontes de compostos com potenciais biotecnológicos presentes nesses 
ambientes. 
 Neste sentido, este trabalho teve como foco a análise da diversidade genética 
contida nas comunidades microbianas do sedimento de manguezal impactado com 
petróleo oriundo de Bertioga (SP), através do sequenciamento em larga escala de uma 
biblioteca metagenômica e anotação em bases de dados para identificação taxonômica 
e funcional. Em adição, foram realizados ensaios funcionais com os clones 
metagenômicos para detecção de atividades de esterases, lipases e proteases. 
Isolados bacterianos foram triados para detecção de atividade de esterase e lipase, e 
duas bactérias tiveram seus genomas analisados in silico na busca por genes 
codificando lipases e catalases. 
Estas estratégias combinadas visaram ampliar os métodos de acesso às 
informações contidas na microbiota presente no manguezal, no intuito de encontrar 
enzimas inéditas e/ou com características peculiares e de interesse biotecnológico. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA  
2.1 Os Manguezais: definição, localização e características 
 Inicialmente definidas por Alfred Russel como florestas habitando as margens de 
mares tropicais, as florestas de manguezais são ocupantes cruciais da divisa entre o 
solo e o mar, sendo ecossistemas chaves ao longo das regiões costeiras tropicais e 
sub-tropicais (Alongi, 2009). O termo mangue refere-se tanto às árvores quanto às 
comunidades presentes no ecossistema (Spalding & Collins, 2010), embora o termo 
mais correto para definir o ecossistema seja manguezal (Schaeffer-Novelli et al., 2000). 
São considerados ecótonos, isto é, regiões de transição entre duas comunidades 
biológicas, apresentando alguns elementos de ecossistemas terrestres e marinhos, 
porém com suas próprias características (Alongi 2009). 
 A distribuição geográfica dos manguezais em escala global é delimitada pelas 
principais correntes oceânicas e pela isotérmica de 20ºC das águas do mar durante o 
inverno (Alongi 2009; Giri et al., 2011) (FIGURA 1). 
 
 
Figura 1. Mapa mundi ilustrativo da distribuição geográfica dos ecossistemas de manguezais. 
Fonte: Giri et al., 2011.  
 
Os manguezais estão presentes em 60-70% da linha costeira das regiões 
tropicais e subtropicais da Terra, e representam 0,7% de toda floresta tropical no mundo 
(Holguin et al., 2001). A área total estimada de florestas de manguezais no ano de 2010 
foi de cerca de 152.000 km2, presentes em 123 países e territórios (Spalding & Collins, 
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2010), sendo que as maiores extensões de manguezais são encontradas na Ásia 
(42%), seguida da África (20%), Américas do Norte e Central (15%), Oceania (12%) e 
América do Sul (11%). Indonésia, Brasil, Austrália e México acomodam cerca de 41% 
de toda área de mangue do mundo. Aproximadamente 75% dos manguezais estão 
concentrados em apenas 15 países e nas Américas, os manguezais cobrem 4,1 milhões 
de hectares.O Brasil é o segundo país de maior importância na preservação desse 
ecossistema, abrigando 8,5% da área total dos manguezais encontrados no mundo 
(13.000 km2), ficando atrás apenas da Indonésia, que concentra 20,9% (Ghizelini et al., 
2012; Giri et al., 2011; Spalding & Collins, 2010, Andreote et al., 2012; Ghosh et al., 
2010). Os manguezais estão presentes em grande parte da linha costeira do Brasil e 
são encontrados desde o Cabo Orange, no Estado do Amapá, até a cidade de Laguna, 
no Estado de Santa Catarina (Schaeffer-Novelli, 1995). 
 Como características gerais intrínsecas dos ecossistemas de manguezais estão 
a alta salinidade, os elevados teores de matéria orgânica e a deficiência de nutrientes 
em geral, devido à condição anóxica prevalente (Ferreira et al., 2010; Kathiresan et al., 
2005). Comunidades de manguezais são reconhecidas como ecossistemas altamente 
produtivos, que fornecem grandes quantidades de matéria orgânica para águas 
costeiras adjacentes em forma de detritos e animais vivos (peixes e mariscos). Os 
detritos, por sua vez, atuam como fonte de nutrientes e são a base de uma extensa 
cadeia alimentar. Em adição, os manguezais fornecem abrigo, alimentos e berçário para 
crustáceos, moluscos, peixes e pássaros (Holguin et al., 2001). Existem 9 ordens, 20 
famílias, 27 gêneros e mais de 70 espécies de animais e plantas nos manguezais 
(Spalding & Collins, 2010). 
 A presença dos manguezais nas linhas costeiras é essencial para a manutenção 
do nível do mar e proteção da costa contra erosões e tsunamis, atuando como um 
sistema tampão da zona entre marés (Duke, 2007; Cunha-Lignon et al., 2011; Ghosh et 
al., 2010). 
 Estudos recentes têm mostrado que os manguezais possuem níveis mais 
elevados de produtividade primária do que as demais florestas tropicais e subtropicais. 
Sua biomassa também pode ser bastante elevada mesmo em florestas de baixa 
estatura, como resultado de altos níveis de biomassa abaixo do nível do sedimento. 
Essa característica, combinada com a considerável capacidade de estocagem de 
carbono orgânico no sedimento, significa que independente da pequena extensão 
global, o manguezal pode desempenhar um importante papel nas cotas de carbono e 
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no processo de mitigação das mudanças climáticas (Spalding & Collins, 2010). 
 
2.2 Atividade de micro-organismos nos manguezais 
 As atividades microbianas são responsáveis pelas maiores transformações de 
nutrientes dentro dos manguezais (Holguin et al., 2001). Essas atividades são 
conhecidas por serem fundamentais na manutenção da produtividade dos ecossistemas 
e na conservação e recuperação de áreas impactadas. A biomassa microbiana total 
encontrada nos manguezais é de 1,2%, composta por 91% de bactérias e fungos, 7% 
de algas e 2% de protozoários (Ghizelini et al., 2011). Nestes ambientes, células 
microbianas estão envolvidas na fotossíntese, solubilidade de fosfato, redução de 
sulfato e produção de substâncias como antibióticos e enzimas (dos Santos et al., 2011; 
Dias et al., 2012; Taketani et al., 2010; Varon-lopez et al., 2014). A cadeia microbiana 
em sedimentos de manguezais constitui a maior rota de ciclagem de nutrientes, atuando 
através da promoção da decomposição de compostos lignocelulósicos e da produção 
de enzimas com atividades pectinolíticas, celulolíticas, amilolíticas e proteolíticas (Dias 
et al., 2009; Sá et al., 2014). As bactérias estão entre os maiores colaboradores do fluxo 
de carbono nos sedimentos de manguezais (Alongi et al., 2002; Holguin et al., 1999). 
Bactérias são os menores ocupantes do ambiente e possuem maior variedade de 
nichos que os fungos, algas e protozoários, e são consideradas fundamentais para o 
funcionamento desses habitats. Muitas são extremamente importantes no controle 
químico do ambiente de sedimento de manguezal e, dentro da lama anaeróbica, um 
importante grupo é o de bactérias sulfato-redutoras. Elas são as decompositoras 
primárias de resíduos orgânicos e fundamentais no ciclo do carbono (Krishnan & 
Bharathi et al, 2009; Ghizelini et al., 2011). As bactérias também são peças-chaves no 
ciclo do nitrogênio, envolvidas em todas as transformações, desde a fixação, 
amonificação, nitrificação até a denitrificação (Abraham et al., 2004). A disponibilidade 
de nutrientes nos sedimentos de manguezais controla o padrão das espécies de 
vegetação encontradas na zona entre marés e, dado que os micro-organismos 
controlam a disponibilidade de nutrientes, uma correlação pode ser feita entre as 
comunidades microbianas nos sedimentos e os padrões das vegetações (Sherman et 
al., 1998).  
 Em manguezais não impactados existe um gradiente de transição da condição 
aeróbica para anaeróbica. Na superfície os sedimentos são aeróbicos, porém eles se 
tornam anaeróbicos muito rapidamente e em pouca profundidade. A degradação da 
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matéria orgânica na zona aeróbica ocorre principalmente através da respiração, e na 
camada anaeróbica a decomposição ocorre principalmente através da redução de 
sulfato (Ghizelini et al., 2012; Taketani et al., 2010; Varon-lopez et al., 2014). A 
diversidade de atividades microbianas é fundamental para a produtividade, conservação 
e recuperação dos manguezais (Dos Santos et al., 2011). A grande diversidade de 
grupos taxonômicos observados nos sedimentos de manguezais sugerem adaptação e 
plasticidade a possíveis variações e impactos no ambiente (Hooper et al., 2005; 
Ghizelini et al., 2012). 
Atividades antropogênicas podem impactar os manguezais, especialmente 
atividades associadas aos portos, onde a difusão de óleo e outros derramamentos 
químicos são constantes. Os manguezais também recebem agroquímicos e esgotos 
trazidos pelos rios (Ghizelini et al, 2012) e essas atividades alteram a composição 
nutricional do ecossistema.  Comunidades complexas de bactérias e fungos são 
capazes de degradar hidrocarbonetos alifáticos e aromáticos nesses ambientes sob 
condições anóxicas, promovendo a biotransformação de diversos contaminantes e 
conduzindo à biorremediação destas áreas (Andrade et al., 2012; Santos et al., 2011). 
 Apesar de toda a importância acerca das atividades microbianas, a diversidade 
taxonômica e funcional nos manguezais permanece pouco explorada, e estima-se que 
menos de 5% de todas as espécies encontradas nos manguezais tenha sido descrito 
(Thatoi et al., 2012). 
 A dependência entre os organismos dentro dos manguezais mostra a 
importância dos processos metabólicos dos micro-organismos lá presentes e, visto que 
os métodos tradicionais de isolamento e cultivo são capazes de recuperar cerca de 1% 
dos micro-organismos presentes nos ambientes (Amann et al., 1995; Hugenholtz et al., 
1998), muita informação genética é perdida ou permanece totalmente desconhecida 
(Holguin et al., 2001; Amann et al., 1995). 
 
2.3 Enzimas microbianas e potencial biotecnológico das comunidades 
microbianas dos manguezais 
Enzimas com potencial biocatalítico podem ser obtidas através de micro-
organismos, células animais e de plantas, sendo os micro-organismos o maior foco de 
interesse, uma vez que possuem curto tempo de geração, diversidade de processos 
metabólicos e de enzimas (Bommarius & Riebel, 2004). Os ambientes que sofrem 
constantes flutuações em parâmetros como temperatura, pH ou salinidade são 
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habitados por comunidades de organismos com heterogeneidade genômica intrínseca, 
e podem ser fontes de enzimas que apresentam maiores níveis de estabilidade e 
atividade sobre uma gama ainda maior de substratos (Lee et al., 2010).  
As enzimas estão classificadas em seis grandes grupos baseados na reação que 
elas catalisam: oxido-redutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases. 
As hidrolases são as mais utilizadas em biotransformações industriais, correspondendo  
a aproximadamente 60 a 80% de todas as enzimas utilizadas industrialmente, seguida 
pelas oxido-redutases (20%) (Hari Krishna, 2002; Tao & Xu, 2009). Dentre as 
hidrolases, destacam-se as lipases, esterases, proteases e epóxido-hidrolases.  
Esterases e lipases são enzimas descritas como predominantes em sistemas de 
solubilização de lodos por bactérias redutoras de sulfato (Whiteley et al., 2003). 
Esterases são enzimas encontradas em vários organismos e catalisam a hidrólise de 
ésteres aos ácidos carboxílicos e alcoóis correspondentes. Lipases são hidrolases que 
catalisam a hidrólise de ligações carboxil ésteres presentes em acilgliceróis, com a 
liberação de ácidos orgânicos e glicerol. Estas enzimas são importantes por 
hidrolisarem especificamente óleos e graxas, o que é de grande interesse para 
diferentes aplicações industriais, incluindo tratamento de efluentes (Leal et al., 2002). 
Devido às extensas aplicações das esterases e lipases em hidrólises estereosseletivas, 
transesterificações, síntese de ésteres, entre outras, essas enzimas têm ganhado 
relevância, oferecendo amplo espectro de uso nas mais variadas áreas da biocatálise 
(Suzuki et al, 2004; Hasan et al., 2006).  
As proteases são enzimas degradativas que catalisam a hidrólise total das 
proteínas através da quebra das ligações peptídicas. São enzimas indispensáveis para 
vida e encontradas em diversas fontes como plantas, animais e micro-organismos (Rao 
et al., 1988). As proteases são utilizadas principalmente nas indústrias de detergentes, 
alimentos e ração, e em menor escala na área de pesquisa (produção de peptídeos) e 
manejo de resíduos industriais e residenciais (Rao et al., 1998; Gupta et al., 2002). 
Cerca de 40% das enzimas produzidas no mundo são proteases (Gupta et al., 2002). 
 A exploração biotecnológica dos manguezais é incipiente, tornando esses 
ecossistemas reservatórios para descrição de novos micro-organismos contendo 
particularidades devido à sua evolução sob a combinação de condições ambientais 
encontradas nesses ecossistemas (Thompson et al., 2013; Soares Jr.et al., 2013).  
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 Nesse contexto, com o objetivo de recuperar maior número de informações 
acerca da filogenia e do potencial funcional da microbiota em um ambiente e identificar 
novos biocatalisadores, a abordagem metagenômica (acesso e exploração de genomas 
coletivos de uma dada amostra) oferece uma ferramenta sem precedentes nas áreas de 
ecologia microbiana e biotecnologia (Handelsman et al., 1998; Lorenz & Eck, 2005; 
Ferrer et al., 2005; Langer et al., 2006). Enzimas microbianas são de grande 
importância no desenvolvimento de bioprocessos industriais, onde a necessidade de 
novas estruturas, com atividades melhoradas e mais versáteis, e economicamente 
competitivas são o foco (Adrio & Demain, 2014). O uso da abordagem metagenômica 
aliado a um ambiente particular e ainda inexplorado tal como os manguezais constitui 
um cenário perfeito para um programa de bioprospecção bem sucedido (Andreote et al., 
2012; Adrio & Demain, 2014). 
Os genomas das espécies ainda não cultivadas codificam um enorme 
reservatório de novas enzimas e capacidades metabólicas inexploradas, e a 
metagenômica permite contornar a necessidade de isolamento e cultivo de micro-
organismos. Sua abordagem baseada no isolamento direto de ácidos nucleicos de 
amostras ambientais provou ser uma ferramenta poderosa para comparação e 
exploração da ecologia (Biddle et al., 2008; Simon & Daniel, 2011), caracterização 
metabólica de comunidades microbianas ambientais complexas (DeLong et al., 2006; 
Tringe et al., 2005), bem como para a identificação de novas biomoléculas através da 
utilização de bibliotecas construídas a partir do isolamento de ácidos nucléicos (Daniel 
2005; Simon & Daniel, 2011; Ferrer et al, 2009; Handelsman 2004; Steele et al., 2009) 
(FIGURA 2). 
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Figura 2. Abordagens metagenômicas para a exploração de genes de novas enzimas. Figura: 
Xing et al., 2012.  
 
A construção de bibliotecas metagenômicas e outras técnicas baseadas em uso 
de DNA metagenômico são iniciados pelo isolamento de DNA de alta qualidade, 
adequado para a clonagem e representativo da diversidade microbiana presente na 
amostra original. O isolamento de DNA, especialmente a partir de ambientes extremos, 
muitas vezes oferece um grande desafio. Algumas das razões incluem a dificuldade que 
muitos micro-organismos presentes nessas amostras oferecem à lise celular através de 
protocolos que foram desenvolvidos principalmente para a extração de DNA de 
amostras mesofílicas, além da liberação de nucleases altamente estáveis e que levam à 
degradação rápida do DNA isolado. No entanto, avanços significativos têm sido feitos, e 
diversos métodos (protocolos e kits comerciais) que permitem o isolamento de DNA de 
alta qualidade a partir de diferentes ambientes têm sido desenvolvidos (Simon & Daniel, 
2011). 
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Duas abordagens principais são utilizadas para investigar e explorar DNA 
ambiental na busca de novas moléculas. A primeira é baseada em sequências e 
possibilita o acesso ao perfil biossintético contido nas amostras metagenômicas, 
identificação de alvos de interesse e ajuda na recuperação de vias biossintéticas 
completas a partir de bibliotecas construídas com DNA ambiental. Os clusters gênicos 
recuperados normalmente demandam manipulação genética para ativar a produção da 
molécula em hospedeiro heterólogo. A segunda abordagem é baseada em atividade 
funcional e busca identificar os clones que estão biossinteticamente ativos em um 
hospedeiro heterólogo através da detecção de um fenótipo induzido no organismo 
hospedeiro (Charlop-Powers et al., 2014).  
As abordagens baseadas em sequência para a descoberta de produtos naturais 
tem se beneficiado bastante com a proliferação das tecnologias de sequenciamento em 
larga escala e com a bioinformática, que vem desenvolvendo ferramentas cada vez 
mais eficientes para análise dos dados gerados a partir dos sequenciamentos (Charlop-
Powers et al., 2014). O interesse pela descoberta de novos produtos naturais é devido à 
grande quantidade de sequências gênicas de bactérias cultiváveis, que vem permitindo 
a identificação de grupos gênicos ainda desconhecidos em muitos organismos, 
incluindo aqueles exaustivamente já estudados (Bentley et al., 2002). Ferramentas 
computacionais que digitalizam genomas montados e identificam grupos gênicos 
biossintéticos já podem predizer o produto natural esperado para esses grupos (Li et al., 
2009). A aplicação destas ferramentas em todos os genomas recentemente 
sequenciados se tornou parte da rotina das novas análises genéticas, possibilitando a 
identificação e classificação de novos grupos para exploração genética. Algumas 
ferramentas também podem ser utilizadas para montagem de contigs a partir de 
sequências metagenômicas e podem identificar grupos gênicos de organismos não 
cultiváveis (Charlop-Powers et al., 2014). Ao unir sequenciamento em larga escala com 
outras ferramentas, como amplificação do genoma total (Hosono et al., 2003) e 
isolamento de uma única célula (single-cell), grande informação acerca da biossíntese 
pode ser gerada a partir de organismos difíceis de acessar (Charlop-Powers et al., 
2014).  
Apesar das vantagens da metagenômica baseada em sequência, vias 
metabólicas encontradas por esse método normalmente requerem sub-clonagem para 
ativação dos genes ou grupos gênicos em um hospedeiro heterólogo. Nesse sentido, a 
metagenômica funcional oferece uma abordagem complementar que contorna o 
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processo de sub-clonagem através de triagem para identificação dos clones que já 
estão ativos em hospedeiro heterólogo (Charlop-Powers et al., 2014). Existem muitos 
ensaios funcionais já estabelecidos baseados na detecção fenotípica da expressão, tais 
como coloração, atividade antimicrobiana ou enzimática (Lee et al., 2013), seleção de 
genes repórteres dependentes de complementação (Kellner et al., 2011) e indução do 
substrato (Uchiyama et al., 2005). Enquanto a metagenômica funcional apresenta 
poderosa gama de ferramentas para identificação de compostos bioativos codificados 
por microbiomas ambientais, o tamanho e a natureza heteróloga das bibliotecas de DNA 
ambiental colocam uma série de desafios que, no presente momento, estão em 
processo de superação através de uma combinação de avanços tecnológicos e novas 
triagens enzimáticas (Charlop-Powers et al., 2014). 
Nos últimos dez anos, avanços científicos e tecnológicos estabeleceram a 
biocatálise como alternativa prática e ambientalmente amigável às tradicionais sínteses 
químicas, tanto em escala laboratorial quanto industrial (Bornscheuer et al., 2012). 
Enzimas de origem microbiana são de grande interesse por não gerarem resíduos 
tóxicos, preservando o meio ambiente e reduzindo os custos dos processos industriais 
(Bommarius & Riebel, 2004a; Said & Pietro, 2002). Os micro-organismos são fonte de 
diversos produtos industriais de aplicação em diferentes campos e a biocatálise vem 
sendo utilizada nas áreas de medicina analítica, fármacos, alimentos, agroquímicos, 
detergentes, intermediários químicos, biomateriais, biocombustíveis e mineração, bem 
como em aplicações biotecnológicas na área de pesquisa (Bommarius & Riebel, 2004b; 
Bull et al., 2000; Said & Pietro, 2002; Silva et al., 2003). A aplicação de enzimas livres e 
de células íntegras como catalisadores oferece altos índices de pureza, minimiza a 
formação de subprodutos, reduz o consumo energético e o impacto ambiental (Henne et 
al., 2000; Silva et al., 2003,Singh, 2010). Além dessas vantagens, os biocatalisadores 
operam em condições de temperatura e pressão normais (ambiente) e em pH próximo à 
neutralidade, reduzindo os custos e a formação de resíduos industriais em comparação 
aos catalisadores químicos convencionais (Leresche & Meyer, 2006).  
As enzimas com potencial biocatalítico podem ser obtidas através de micro-
organismos, células animais e de plantas, sendo os micro-organismos o maior foco de 
interesse, uma vez que possuem curto tempo de geração, grande diversidade de 
processos metabólicos e de enzimas (Bommarius & Riebel, 2004a). Os ambientes que 
sofrem constantes flutuações em parâmetros como temperatura, pH ou salinidade são 
habitados por comunidades de organismos com heterogeneidade genômica intrínseca, 
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e podem ser fontes de enzimas que apresentam maiores níveis de estabilidade e 
atividade sob uma gama ainda maior de condições e substratos (Lee et al., 2010).  
A União Internacional de Bioquímica e Biologia Molecular (The International 
Union of Biochemistry and Molecular Biology – IUBMB) classifica as enzimas em seis 
grandes grupos baseados na reação que elas catalisam: oxido-redutases, transferases, 
hidrolases, liases, isomerases e ligases (Sarrouh et al., 2012) (FIGURA 3). As 
hidrolases são as mais utilizadas em biotransformações industriais, sendo responsáveis 
por aproximadamente 60 a 80% de todas as enzimas utilizadas industrialmente, 
seguidas pelas oxido-redutases, responsáveis por 20% (Hari Krishna, 2002; Tao & Xu, 
2009). Pelo fato das enzimas serem únicas em função e atividade, elas são facilmente 
desativadas quando não são mais necessárias. A habilidade de biocatalisar reações 
químicas complexas com alta distinção e sem utilização de produtos químicos ou 
energia excessiva é o que torna as enzimas tão atrativas para uso industrial (Sarrouh et 
al., 2012). 
 
 
Figura 3. Classificação geral das enzimas baseada em suas funções catalíticas. Figura: 
Sarrouhet al., 2012.  
 
Os grandes avanços das tecnologias de sequenciamento de DNA e em 
bioinformática tem auxiliado a área de biocatálise. Essas ferramentas permitiram a 
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descoberta de novas enzimas em recursos naturais e aumentaram substancialmente o 
melhoramento de biocatalisadores existentes (Bornscheuer et al., 2012). A aplicação de 
enzimas de origem microbiana em larga escala tem atraído muita atenção, e a busca 
por novas enzimas só cresce. Mesmo as enzimas mais estudadas permanecem em 
evidência, uma vez que muitas são extensivamente aplicadas em processos industriais 
e requerem características muito específicas.  
Neste contexto, este trabalho engloba a construção de uma biblioteca 
metagenômica em vetor fosmidial, seu sequenciamento, análises taxonômicas e 
funcionais in silico e triagens enzimáticas dos clones obtidos. Em adição, isolados 
bacterianos foram submetidos a triagens funcionais, procurando complementar a 
abordagem metagenômica na prospecção de enzimas. Os dados dos sequenciamentos 
da biblioteca foram analisados na busca por evidências que pudessem auxiliar no 
entendimento do funcionamento das comunidades microbianas no ambiente, de acordo 
com as anotações e afiliações taxonômicas e as condições do ecossistema. 
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4 OBJETIVOS 
4.1 Objetivos Gerais 
 
 Este trabalho teve como objetivo geral acessar o potencial enzimático dos micro-
organismos presentes no ecossistema de manguezal através do uso de uma 
abordagem integrada baseada em métodos dependentes e independentes cultivo.  
 
4.2 Objetivos Específicos 
 
• Construção de uma biblioteca metagenômica utilizando DNA de alto peso 
molecular a partir de amostra de sedimento de manguezal impactado com 
petróleo; 
• Triagens funcionais dos clones de fosmídeos em placas de Petri contendo meio 
de cultura sólido específico para detecção de atividade enzimática de esterases 
e lipases; 
• Triagens funcionais dos clones de fosmídeos utilizando sonda fluorimétrica e 
sistema FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) com o objetivo de 
detectar clones com atividade enzimática de proteases; 
• Triagens funcionais de 215 isolados bacterianos previamente obtidos a partir do 
sedimento de manguezal com a finalidade de prospectar esterases e lipases; 
• Triagens in silico com base nas sequências dos genomas de dois isolados: 
Bacillus safensis CCMA 560 e Gordonia sp. CCMA 559, com o objetivo de 
encontrar genes que codificam catalases; 
• Desenho de pares de primers (oligonucleotídeos) para amplificação dos genes 
ativos selecionados e sub-clonagem em vetor de expressão; 
• Super-expressão dos genes clonados, caracterização funcional e estrutural dos 
mesmos; 
• Sequenciamento da biblioteca metagenômica utilizando duas diferentes 
tecnologias de sequenciamento de nova geração (Next-Generation sequencing - 
NGS): 454 GS FLX Titanium e Illumina HiSeq 2000; 
• Tratamento dos dados, anotação e análise dos dados das sequências utilizando 
duas plataformas online: MG-RAST e IMG/M. 
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CAPÍTULO 1 
Compositional profile of α/β-hydrolase fold proteins in 
mangrove soil metagenomes: prevalence of epoxide 
hydrolases and haloalkane dehalogenases in oil-
contaminated sites 
 
Diego Javier Jiménez, Francisco Dini-Andreote, Júlia Ronzella Ottoni, Valéria Maia de 
Oliveira, Jan Dirk van Elsas, Fernando Dini Andreote. 
Publicado no Microbial Biotechnology (doi: 10.1111/1751-7915.12157). 
 
 Neste trabalho foram feitas análises de quatro manguezais através de 
ferramentas de bioinformática e com dados provenientes de sequenciamentos do 
metagenoma dos ambientes, através de tecnologia 454. Essas análises foram feitas 
com o objetivo de verificar as incidências de duas enzimas envolvidas com degradação 
de poluentes, as epóxido hidrolases e haloalcano dealogenases. O manguezal BrMgv02 
deste trabalho corresponde ao manguezal de Bertioga contaminado com petróleo, 
utilizado para a construção de uma biblioteca metagenômica e que também foi 
sequenciado pela mesma tecnologia. As buscas por sequências das enzimas alvo na 
biblioteca metagenômica e comparação com os resultados obtidos com o 
sequenciamento direto foram comparados com a finalidade de verificar a presença e 
representatividade das sequências de epóxido hidrolases e haloacano dealogenases 
nas duas abordagens. 
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CAPÍTULO 2 
Análise da diversidade taxonômica e funcional da comunidade microbiana 
recuperada na biblioteca metagenômica de sedimento de manguezal 
impactado com petróleo  
 
2.1 INTRODUÇÃO 
Os manguezais são ecossistemas particulares, que ocupam o limite entre o 
continente e o mar. Esses ambientes cobrem apenas 150.000 km2, o que os torna um 
tipo globalmente raro de habitat. Apesar de sua raridade, eles são de extrema 
importância, com grande biomassa e níveis altíssimos de produtividade. Os manguezais 
são ecossistemas ricos e diversos que muitas vezes estão ligados à ecossistemas 
adjacentes através da troca de nutrientes e da movimentação das espécies (Spalding & 
Collins, 2010). 
 O funcionamento dos manguezais depende da íntima relação entre os macro- e 
micro-organismos que coexistem no ecossistema, e o papel de cada um no ambiente 
resulta na riqueza e alta produtividade dos manguezais. Os micro-organismos, além de 
serem os maiores responsáveis pela disponibilização de micronutrientes, em ambientes 
impactados como o mangue de Bertioga, eles são ferramentas fundamentais na 
biodegradação de poluentes e, consequentemente, na recuperação e proteção do 
mangue. 
Comunidades microbianas adaptadas às condições severas dos manguezais e 
ao derramamento de petróleo são potenciais fontes de novos genes e vias metabólicas 
ainda desconhecidas e, com a utilização da metagenômica, é possível acessar 
informações genéticas de micro-organismos que não são recuperados pelos métodos 
tradicionais de cultivo (Amann et al., 1995; Hugenholtz et al., 1998). 
 A análise funcional de um dado metagenoma pode ajudar a compreender os 
processos biogeoquímicos e mudanças no ambiente capazes de interferir em um 
ecossistema (Mitra et al., 2011). A metagenômica permite acesso às características 
funcionais não somente de micro-organismos cultiváveis, mas também dos indivíduos 
difíceis de isolar, através da análise direta de seus genomas das amostras ambientais 
(Yung et al., 2009). A probabilidade de identificação de um determinado gene depende 
de múltiplos fatores que são intimamente ligados uns aos outros: o sistema hospedeiro-
vetor, tamanho do gene alvo, sua abundância no metagenoma estudado, o método de 
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análise e a eficiência da expressão heteróloga do gene no hospedeiro utilizado 
(Uchiyama & Miyazaki, 2009).  
 Ainda hoje os manguezais são pouco estudados em vista de toda a capacidade 
que possuem e, devido à importância dos micro-organismos presentes em sedimentos 
de manguezais e de suas atividades diante do ambiente inóspito, este capítulo teve 
como um dos objetivos avaliar a diversidade taxonômica da microbiota recuperada na 
biblioteca metagenômica construída a partir de sedimento de manguezal impactado com 
petróleo através do uso de duas tecnologias de sequenciamento de nova geração: o 
pirosequenciamento 454 GS FLX Titanium e Illumina HiSeq2000.  
 Em adição, neste capítulo será abordada a diversidade funcional geral da 
biblioteca metagenômica de Bertioga utilizando as ferramentas de Subsystems, isto é, 
um conjunto de papéis funcionais que juntos implementam um processo biológico 
específico ou complexo estrutural  (Overbeek et al., 2005), e KEGG Orthology (KO), 
uma ferramenta que associa os grupos de sequências homólogas oriundas de diversos 
organismos e que possivelmente desempenham a mesma função molecular (Dunlap et 
al., 2013). 
Também será feita uma análise específica com três classes de hidrolases de 
interesse: esterases, lipases e proteases. Essas hidrolases são as mesmas que foram 
submetidas às triagens funcionais (Capítulo 3), e os resultados serão comparados com 
os obtidos das análises in silico. 
 
2.2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.2.1 Amostragem 
O manguezal alvo deste estudo está localizado na costa brasileira, na cidade de 
Bertioga, no Estado de São Paulo (23º53’49’’S, 46º12’28’’W). Este manguezal foi 
impactado por um derramamento de 35 milhões de litros de petróleo no ano de 1983, 
alterando profundamente a composição nutricional deste, e as consequências da 
contaminação, como a grande quantidade de óleo nos sedimentos, continuam 
presentes (Andreote et al., 2012). 
A coleta das amostras utilizadas neste estudo foi realizada durante uma 
expedição para Bertioga em novembro de 2010. As amostras de sedimento de 
manguezais foram coletadas a 30 cm de profundidade a partir da supeficie, 
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imediatamente transferidas para tubos estéreis de 50 mL e transportadas para o 
laboratório (aproximadamente 4 horas), onde foram armazenadas a -20 ºC até o 
momento do processamento. O mangue de Bertioga foi sub-dividido em 3 pontos, 
sendo que de cada ponto foram coletadas 3 sub-amostras, totalizando 9 amostras 
(FIGURA 1). Alíquotas de 50 g de cada amostra foram agrupadas para compor uma 
amostra única, a qual foi homogeneizada e posteriormente utilizada para a extração de 
DNA genômico. 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Esquema ilustrativo da localização da amostragem realizada no mangue contaminado 
com derramamento de petróleo em Bertioga (SP). 
 
2.2.2 Extração de DNA genômico 
 A extração de DNA metagenômico foi realizada utilizando o protocolo 
desenvolvido por Tsai & Olson (1991), com modificações feitas por Vasconcellos et al. 
(2010).  
 Alíquotas de 0,5 g de sedimento de manguezais foram adicionadas de 600 µL de 
tampão PBS 1% (NaCl 8,2 g/L, Na2HPO4 1,05 g/L, NaH2PO4 0,35 g/L) para lavagem 
inicial. As amostras foram agitadas em vortex para a suspensão e homogeneização com 
o tampão e em seguida centrifugadas por 1 minuto a 20 ºC e 12.000 rpm para 
precipitação das células. O sobrenadante foi descartado e a etapa de lavagem foi 
repetida. Após as duas lavagens, as amostras foram novamente adicionadas de 600 µL 
de tampão PBS 1%, agitadas em vortex e então adicionadas de 170 µL de lisozima (100 
mg/mL) para início da lise enzimática das células. Os tubos com as amostras foram 
mantidos em banho-maria a 37 ºC por 30 minutos com agitação manual a cada 10 
minutos. Após incubação, foram adicionados 70 µL de Proteinase K (10 mg/mL) e 240 
µL de SDS 10%. As amostras foram agitadas manualmente para homogeneização e em 
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seguida submetidos a banho-maria a 60 ºC por 30 minutos com agitação manual a cada 
10 minutos. 
 Ao término desta incubação, as amostras foram submetidas a 3 ciclos de “freeze 
–thaw”, etapa esta que consiste na exposição das amostras a altas e baixas 
temperaturas em intervalos curtos de tempo para quebra mecânica das células. A 
solução contendo as células bacterianas foi submetida a 3 ciclos de 2 minutos a 65 ºC, 
alternado com imersão dos tubos em nitrogênio líquido também por 2 minutos. Ao 
término do último congelamento, os tubos foram colocados a 65ºC por mais 2 minutos 
para descongelar as amostras e acrescidos de igual volume de fenol saturado (Tris – 
HCl pH 8.0). As amostras e o fenol foram homogeneizados manualmente e então 
centrifugados por 5 minutos a 10 ºC e 12.000 rpm. A fase aquosa foi recolhida e 
adicionada de igual volume de solução de CIA (clorofórmio/ álcool isoamílico, na 
proporção 24:1). Após homogeneização, as amostras foram centrifugadas sob as 
mesmas condições anteriores. O sobrenadante foi recolhido e o DNA precipitado com 
10% v/v de NaCl 5 M e 800 µL de etanol 100% gelado. Os tubos contendo DNA foram 
invertidos gentilmente e incubados a -80 ºC por 16 horas (overnight). Após esse 
período, o DNA metagenômico foi centrifugado a 12.000 rpm por 30 minutos a 4 ºC, o 
sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com etanol 70% gelado. O álcool foi 
descartado em seguida e o DNA foi seco à temperatura ambiente. Com o pellet seco e 
livre de álcool residual, o DNA foi suspenso em 30 µL de água ultrapura autoclavada e 
preservado em freezer a -20 ºC. 
 Para obtenção de DNA suficiente para a construção da biblioteca 
metagenômica, essa extração foi realizada com 150 tubos contendo 0,5 g de amostra, 
totalizando cerca de 75 g de sedimento. 
 
2.2.3 Limpeza do DNA metagenômico com Cloreto de Césio (CsCl) 
 Após a extração do DNA metagenômico, este foi purificado com cloreto de césio 
(CsCl) para remoção da sujeira residual e compostos húmicos, segundo protocolo 
proposto por Maniatis et al. (1982), sem a etapa de coloração com brometo de etídio.  
Para essa etapa, o pellet foi suspenso em 100 µL de água ultrapura e 
adicionado de 0,1 g de CsCl (para diferentes volumes foi adicionado cloreto de césio 
nessa mesma proporção). Após delicada agitação para dissolução do sal, as soluções 
foram incubadas à temperatura ambiente por 3 horas e em seguida submetidas à 
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centrifugação a 20 ºC por 20 minutos e 12.000 rpm. O sobrenadante foi recolhido e 
adicionado de 400 µL de água ultrapura e 300 µL de isopropanol 100%. Os tubos foram 
invertidos delicadamente para precipitação do DNA e então centrifugados a 20 ºC por 
10 minutos e 12.000 rpm. O sobrenadante foi descartado, o DNA seco à temperatura 
ambiente e posteriormente suspenso em 30 µL de água ultrapura.  
 
2.2.4 Construção de biblioteca metagenômica com DNA de alto peso molecular  
A biblioteca de clones fosmidiais foi construída utilizando-se o kit “Cloning-Ready 
Copy Control pCC2FOS” (Epicentre®), seguindo-se as recomendações do fabricante. A 
Figura 2 esquematiza os passos envolvidos na construção da biblioteca metagenômica 
de fosmídeos, os quais foram detalhados abaixo. 
 
 
 
 
Figura 2. Etapas envolvidas na construção de bibliotecas de fosmídeos, utilizando-se o kit 
“CopyControlTM Fosmid Library Production” (Epicentre®). 
 
2.2.4.1 Preparo do DNA em gel de agarose Low-Melting-Point (LMP):  
 Para visualizar o tamanho e concentração do DNA metagenômico extraído e 
selecionar o DNA de alto peso molecular, foi utilizado o gel de agarose Low-Melting-
Point (LMP) 1% feito com TAE 0,5X, e eletroforese em gel de campo pulsado (Pulsed 
Field Gel Electrophoresis - PFGE) (CHEF-DR II, BIORAD) a 9 V cm-1, “switch” de 0,5-
0,5 por 5 h, ângulo de 120º, temperatura de 12ºC em tampão TAE 0,5X, segundo 
parâmetros descritos por Hårdeman & Sjöling (2007), com adaptações descritas por 
Vasconcellos et al. (2010). Foram aplicados ao gel aproximadamente 250 µL do DNA 
metagenômico (20 µg), 2 µL de marcador de alto peso molecular (Low Range PFG 
Marker, New England Biolabs®), 1 µL de DNA controle de fosmídeo (Epicentre®), e uma 
alíquota de 1 µL do DNA extraído. Ao término da eletroforese, as extremidades do gel 
que continham o padrão de peso, o DNA controle e uma porção do DNA metagenômico 
extraído foram cortadas e coradas separadamente em solução com brometo de etídio 
(300 mL de água com 3 µL de brometo de etídio – gel imerso por 20 minutos), conforme 
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ilustrado na Figura 3, de forma a permitir inferir a localização do DNA do tamanho 
desejado a ser excisado do gel de agarose LMP (fragmentos entre 25 e 40 kb).  
 
Figura 3. Esquema ilustrativo do local de excisão do gel de agarose LMP de acordo com o 
tamanho dos fragmentos desejados - (imagem: Epicentre®). 
 
2.2.4.2 Digestão dos fragmentos de DNA excisados do gel com a enzima GELase:  
Os fragmentos de gel contendo o DNA de alto peso molecular foram tratados 
com a enzima GELase, seguindo as recomendações do fabricante. Para cada 100 mg 
de gel, foram utilizados 1 µL de enzima (GELase Enzyme Preparation 50U - 1 U/ µL) e 2 
µL de tampão (GELase 50X Buffer). 
Inicialmente, os tubos com os fragmentos de gel foram submetidos ao  banho-
maria a 70 ºC por 10-15 minutos para fundir o gel e, posteriormente, transferidos para 
banho-maria a 45 ºC para adição da enzima e tampão. Os tubos contendo a reação de 
digestão foram agitados delicadamente e incubados a 45 ºC por 1 hora. Ao término da 
incubação, a enzima foi inativada a 70 ºC por 10 minutos e, posteriormente, alíquotas 
de 500 µL da reação foram transferidas para novos tubos, os quais foram dispostos em 
freezer -20 ºC por 5 minutos e em seguida centrifugados a 13.000 rpm por 20 minutos 
para precipitar qualquer oligossacarídeo insolúvel. Após centrifugação, de 90-95% do 
sobrenadante foram transferidos para novos tubos, evitando o pellet gelatinoso. 
 A precipitação do DNA foi realizada adicionando-se 1/10 do volume (45 µL) de 
acetato de sódio 3 M (pH 7.0) e 2,5X do volume de etanol absoluto gelado (1,125 mL). 
Os tubos foram homogeneizados por inversão e incubados a -20 ºC por 10 minutos. O 
DNA foi centrifugado por 20 minutos a 13.000 rpm, o sobrenadante descartado e o 
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pellet lavado 2 vezes com etanol 70% gelado. O pellet foi seco à temperatura ambiente 
e suspenso em água ultrapura. O volume total final de suspensão do pellet de todos os 
tubos foi de 53 µL. Deste volume, 1 µL foi utilizado para estimar a concentração do DNA 
através de gel de agarose 1%, tendo como padrão 1 µL de DNA controle de fosmídeo. 
O volume restante de 52 µL foi reservado para ser utilizado na reação de End-Repair. 
 
2.2.4.3 Reação de reparo das extremidades (End-Repair) dos fragmentos de DNA: 
 O reparo das extremidades, também chamado de fosforilação, gera um 
fragmento de DNA fosforilado de corte abrupto na extremidade 5’. A reação de reparo 
das extremidades foi realizada em volume final de 80 µL, com 8 µL de End-Repair 
Buffer 10X, 8 µL de dNTP Mix 2,5 mM, 8 µL de ATP 10 mM, 4 µL de End-Repair 
Enzyme Mix e os 52 µL de DNA da etapa anterior. A reação foi incubada à temperatura 
ambiente por 90 minutos e em seguida a enzima foi inativada a 70 ºC por 10 minutos.  
 A precipitação do DNA foi realizada adicionando-se 1/10 do volume de acetato 
de sódio 3 M (pH 7,0) e 2,5X do volume de etanol absoluto gelado. Os tubos foram 
então homogeneizados por inversão e incubados a -20 ºC por 10 minutos. O DNA foi 
centrifugado por 20 minutos a 13.000 rpm, o sobrenadante descartado e o pellet lavado 
2 vezes com etanol 70% gelado. O pellet foi seco à temperatura ambiente e suspenso 
em 7 µL de água ultrapura. Deste volume, 1 µL foi utilizado para estimar a concentração 
do DNA através de gel de agarose 1%, tendo como padrão 1 µL de DNA controle de 
fosmídeo. O volume restante de 6 µL foi utilizado na reação de ligação. 
 
2.2.4.4 Reação de ligação: 
A reação de ligação do vetor pCC2FOS Vector (Epicentre®) ao DNA foi realizada 
adicionando 1 µL de Fast-Link Ligation Buffer 10X, 1 µL de ATP 10 mM, 1 µL do Copy 
Control pCC2FOS Vector e 1 µL de Fast-Link DNA Ligase aos 6 µL de DNA. A reação 
foi incubada overnight a 16 ºC e, após a ligação, a enzima Fast-Link DNA Ligase foi 
inativada a 70 ºC por 10 minutos.  
 
2.2.4.5 Empacotamento: 
Após a reação de ligação do vetor ao DNA, os fragmentos de DNA foram 
empacotados em bacteriófagos contendo o sítio cos para posterior infecção de células 
de E. coli. Para esta etapa, um tubo contendo 50 µL de MaxPlax Lambda Extracts 
(fornecido pelo kit) foi descongelado a 0 ºC (gelo) e metade do volume (25 µL) foi 
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adicionada à reação de ligação. A reação foi incubada a 30 ºC por 2 horas e, após esse 
período, os 25 µL de MaxPlax restantes foram adicionados à reação, que foi submetida 
a mais 2 horas de incubação a 30 ºC. Ao final das duas incubações, foram adicionados 
ao tubo 940 µL de tampão PDB (Phage Dilution Buffer – 10 mM Tris – HCl [pH 8,3], 100 
mM NaCl, 10 mM MgCl2) e 25 µL de clorofórmio, o conteúdo do tubo foi homogeneizado 
delicadamente e armazenado a 4 ºC. Nesta etapa, a biblioteca está pronta e pode ser 
transfectada ou armazenada a 4 ºC. 
 
2.2.4.6 Transfecção: 
Para realizar a transfecção, células hospedeiras foram preparadas pela 
inoculação de 250 µL de cultura de Escherichia coli EPI300 T1R (crescidas overnight a 
37 °C, sob agitação de 180 rpm) em 25 mL de LB líquido acrescidos de 10 mM de 
MgSO4 e 0,2% de maltose. O inóculo foi incubado a 37 °C, sob agitação de 200 rpm até 
a densidade óptica alcançar DO600= 0,8-1,0. Após este tempo, foram aliquotados 100 µL 
de células para cada 10 µL de partículas de fago diluídas. Após cuidadosa 
homogeneização, as soluções foram incubadas a 37 °C por 1 hora. A seleção dos 
clones transfectados foi realizada através do plaqueamento das células em meio LB 
ágar adicionado de 12,5 µg/mL de cloranfenicol e incubação a 37 °C por 24 horas. 
 
2.2.4.7 Repique dos clones e preservação:  
Após o período de incubação, os clones positivos foram repicados do LB ágar 
para placas de 96 poços (TPP®) contendo 150 µL de meio 2YT (1,6% de bacto-triptona, 
1% de extrato de levedura, 0,5% de NaCl) + HMFM (Hogness Modified Freezing 
Medium–36 mM de K2HPO4, 13,2 mM de KH2PO4, 0,4 mM de MgSO4, 1,7 mM de Na3-
citrato, 6,8 mM de [NH4]2SO4, 4,4% de glicerol), adicionados de cloranfenicol 12,5 
µg/mL, sendo posteriormente preservados em ultrafreezer a – 80 ºC. 
 
2.2.4.8 Preparo dos pré-inóculos e inóculos: 
2.2.4.8.1 Reativação da linhagem hospedeira E. coli EPI300-T1R: As células foram 
descongeladas em gelo e diluídas em meio LB (99 µL de LB e 1 µL de EPI300-T1R). 
Dessa suspensão foram plaqueados volumes de 50 µL e 10 µL em meio LB ágar sem 
antibiótico. As placas foram incubadas overnight a 37 ºC. 
2.2.4.8.2 Preparo do inóculo: Após crescimento overnight do pré-inóculo, foi 
selecionada 1 colônia bacteriana e esta foi inoculada em 25 mL de meio LB líquido 
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adicionado de 10 mM de MgCl2 e 0,2% de maltose. A bactéria foi cultivada a 37 ºC sob 
agitação de 180 rpm overnight. 
 
2.2.5 Validação da biblioteca metagenômica 
Após a construção da biblioteca metagenômica foi realizada a validação da 
mesma a partir da observação dos perfis de digestão dos fosmídeos após clivagem com 
enzima de restrição. Para essa etapa foram selecionados 10 clones aleatoriamente e o 
DNA fosmidial foi extraído por lise alcalina. Inicialmente, os clones foram inoculados em 
5 mL de meio LB líquido adicionado de cloranfenicol 12,5 µg/mL e cultivados por 16 
horas a 37 ºC sob agitação de 180 rpm. Após crescimento, alíquotas de 1 mL de cultura 
foram transferidas para tubos de 1,5 mL e estes foram centrifugados por 3 minutos a 4 
ºC e 13.000 rpm. Terminada a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e esse 
passo foi repetido mais 2 vezes para completar 3 mL de cultura precipitada. Após as 3 
centrifugações, o pellet foi suspenso em 100 µL de solução de suspensão celular 
gelada (Tris-HCl 25 mM, EDTA 10 mM, glicose 50 mM) e incubado à temperatura 
ambiente por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 200 µL de solução de lise 
celular preparada no momento de utilização (NaOH 0,2 M, SDS 1%), os tubos foram 
invertidos delicadamente por 6 vezes para mistura e incubados em gelo por 5 minutos. 
Ao término da incubação, 150 µL de solução de neutralização (acetato de potássio 3 M 
preparado em volume final de 100 mL com 60 mL de acetato de potássio 5 M, 11,5 mL 
de ácido acético glacial e 28,5 mL de água ultrapura) foram adicionados aos tubos e 
estes foram novamente invertidos por 6 vezes e incubados em gelo por 5 minutos. Ao 
final da incubação, os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 4 ºC e 12.000 rpm, o 
sobrenadante transferido para novos tubos e adicionado de 0,5 µL de RNAse (100 
µg/mL). Os tubos foram incubados a 37 ºC por 30 minutos para a digestão do RNA e, 
em seguida, adicionados de igual volume de FCIA (fenol, clorofórmio e álcool isoamílico, 
na proporção 25:24:1). Os tubos foram invertidos cuidadosamente, em seguida 
centrifugados por 15 minutos a 10 ºC e 12.000 rpm. O sobrenadante foi recolhido em 
novos tubos e extraído com igual volume de CIA (clorofórmio e álcool isolamílico na 
proporção 24:1). O conteúdo foi misturado por inversão e então os tubos foram 
centrifugados por 5 minutos a 10 ºC e 12.000 rpm. Ao término desta centrifugação, o 
sobrenadante foi transferido para novos tubos, adicionado de 2,5X volume de etanol 
100% gelado e incubado overnight a -20 ºC para precipitação do DNA. Após incubação, 
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os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 4 ºC e 12.000 rpm. O etanol foi 
descartado e o pellet lavado 2 vezes com etanol 70%. O pellet foi seco à temperatura 
ambiente e depois suspenso em 25 µL de água ultrapura.  
 A reação de restrição dos fosmídeos foi realizada com o DNA extraído de cada 
um dos 10 clones utilizando a enzima NotI (Promega). O volume final de cada reação foi 
de 20 µL, contendo 2 µL de tampão, 0,5 µL da enzima NotI, 12,5 µL de água ultrapura e 
5 µL do DNA. Preparadas as reações, estas foram incubadas a 37 ºC por 10 horas e 
posteriormente a 65 ºC por 10 minutos (para inativação da enzima). 
 A visualização dos perfis de digestão foi feita em gel de agarose 1%, em 
eletroforese em campo pulsado (PFGE) (CHEF-DR II, BIORAD) a 6 V cm-1, “switch” de 
1-12 por 10 horas. 
 
2.2.6 Extração de DNA Fosmidial da biblioteca metagenômica 
 Com o objetivo de avaliar a diversidade filogenética e funcional recuperada na 
biblioteca metagenômica construída, todos os 12.960 clones tiveram o DNA fosmidial 
extraído para subsequente sequenciamento utilizando sequenciamento de nova 
geração (Next Generation Sequencing – NGS).  
 Para essa etapa, as extrações foram realizadas em pools de 10 placas por vez. 
Para tanto, cada placa de 96 poços do estoque da biblioteca teve seus clones 
reativados em placas deep well contendo, em cada poço, 1,0 mL de meio LB líquido 
com 12,5 µg/mL de cloranfenicol. Com auxílio de um carimbo de placas, uma alíquota 
dos clones foi transferida da placa estoque de origem para a placa deep well, que 
posteriormente foi disposta em shaker a 37 ºC por 16 horas e rotação de 180 rpm. Ao 
término da incubação, 500 µL de cada 1 dos 96 poços da placa foram recolhidos em 
tubos de 50 mL (o volume de 1 placa de 96 poços ocupa 1 tubo de 50 mL). Esse 
procedimento foi repetido com 10 placas de 96 poços por vez, as células foram 
precipitadas por centrifugação a 9.500 rpm por 15 minutos e 4 ºC e o sobrenadante foi 
descartado. Ao final, foram obtidos 13 pools de células de toda a biblioteca, e o DNA 
fosmidial foi extraído com o kit Large-Construct kit, da Qiagen, seguindo orientações do 
fabricante.  
 O DNA resultante foi sequenciado por duas tecnologias de NGS: 454 GS FLX 
Titanium e Illumina HiSeq2000, através de serviço terceirizado pela Macrogen Inc. 
(Seul, Coréia do Sul) e pela Facility para Genômica Funcional para Estudos de 
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Agricultura na ESALQ / USP (Piracicaba, SP), respectivamente. Os sequenciamentos 
foram realizados em 1 placa de 454 Titanium e 1 lane do Illumina HiSeq2000. As 
sequências resultantes foram analisadas utilizando-se os softwares e pipelines 
atualmente disponíveis para dados metagenômicos. 
 
2.2.7 Tratamento e montagem das sequências e anotação dos dados 
metagenômicos 
 As sequências obtidas com os sequenciamentos foram inicialmente trimadas 
para qualidade, e reads menores que 50 pb ou com baixa qualidade (Phred score < 20) 
foram removidos. As sequências remanescentes foram submetidas a busca de 
sequências do vetor pCC2FOS e do DNA genômico da linhagem hospedeira E. coli EPI-
300, e quando presentes, foram excluídas para as análises subsequentes. As 
sequências com alta qualidade foram submetidas à anotação no MG-RAST 
(Metagenomics Analysis Server) (Meyer et al., 2008), e também foram submetidas à 
montagem com a utilização do programa CLCbio Genomics Workbench (Qiagen, 
Germany) utilizando a ferramenta de novo assembly tool. Os contigs resultantes foram 
analisados no IMG/M 4 (Integrated Microbial Genomes and Metagenomes) (Markowitz 
et al., 2014). 
 
2.2.7.1 Classificação taxonômica e funcional das sequências clonadas 
 As análises taxonômicas e funcionais realizadas usando o MG-RAST foram 
baseadas na triagem de sequências para potenciais genes codificadores de proteínas 
(Protein Encoding Genes – PEGs) via busca no BLASTX contra a base de dados SEED 
(Overbeek et al., 2005). As sequências também foram comparadas às bases de dados 
acessórias incluindo rDNA database, como GREENGENES (DeSantis et al., 2006), 
RDPII (Cole et al., 2007) e a base de dados de RNA 16S européia (Wuyts et al., 2002) 
(Meyer et al., 2008). 
 A afiliação taxonômica e funcional dos genes preditos no IMG/M foi baseada na 
detecção de elementos CRISPR utilizando CRT (Bland et al., 2007) e PILERCR (Edgar 
2007). Identificação dos RNAs transportadores (tRNA) foi realizada utilizando tRNA 
Scan-SE-1.23 (Lowe & Eddy, 1997), em análises separadas para os domínios Bacteria, 
Archaea e Eukarya. As sequências foram comparadas com base de dados de 
sequências nucleotídicas de tRNAs de todos os genomas (Markowitz et al., 2013). 
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As análises estatísticas dos resultados obtidos com a anotação do MG-RAST 
foram realizadas utilizando o software Statistical Analyses of Metagenomic Profiles 
(STAMP) (Parks & Beiko, 2010). Os resultados das anotações das sequências obtidas 
com as diferentes estratégias foram comparados utilizando o Teste Exato de Fisher 
(Two-sided Fisher’s Exact test) e o método FDR (False Discovery Rate) de Storey 
(Parks & Beiko, 2010). A seleção das diferenças estatisticamente significantes (p < 
0,05) foi realizada utilizando categorias com mais de 100 sequências (Ghai et al., 2012). 
Além da comparação dos conjuntos de dados de sequência da biblioteca fosmidial, 
comparações adicionais foram feitas com o conjunto de dados originado do 
sequenciamento direto do DNA extraído do sedimento da mesma área de manguezal 
[previamente gerado e publicado por Andreote e colaboradores (2012)]. Essas 
comparações foram realizadas para validar a representatividade das sequências 
microbianas clonadas em relação à ocorrência natural nos sedimentos de manguezais. 
 Os dados resultantes da anotação pelo IMG/M foram analisados 
estatisticamente utilizando os coeficientes de correlação e de determinação de Pearson. 
Essas análises foram realizadas por ferramentas disponíveis no programa do IMG/M, 
através da função Genome Clustering e selecionando a análise de agrupamento 
baseado em Família (Family clustering). 
 
2.2.7.2 Análise da diversidade funcional geral das sequências anotadas pelo MG-RAST 
 Para execução desta análise, os conjuntos de dados dos sequenciamentos 454 
e Illumina foram inicialmente analisados separadamente. Foi realizada a anotação com 
a ferramenta Hierarquical Classification pelo Subsystems do SEED (parâmetros default: 
e-value cutoff de 1e-5, cutoff de identidade mínima de 60% e cutoff de alinhamento 
mínimo de 15 aminoácidos). Os resultados dessas análises foram posteriormente 
analisados de maneira combinada, para fins de comparação. 
 
2.2.7.3 Análise da diversidade funcional geral das sequências anotadas pelo IMG/M 
 As anotações funcionais realizadas pelo IMG/M foram baseadas nas análises 
das vias metabólicas do KEGG, via base de dados do KO (KEGG Orthology). As 
análises foram realizadas com output D-rank (que determina a frequência da ocorrência 
das funções em cada grupo analisado e sua distribuição), utilizando contagem de genes 
e p-value cutoff para False Discovery Rate (FDR) = 0,05. 
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2.2.8 Análise da frequência dos genes relacionados às enzimas esterases, lipases 
e proteases e afiliação taxonômica das sequências – MG-RAST 
Para este ensaio, o conjunto de dados dos sequenciamentos 454 e Illumina 
foram analisados separadamente. Primeiro foi realizada a anotação da abundância 
funcional de cada enzima pelo SEED (parâmetros default: e-value cutoff de 1e-5, cutoff 
de identidade mínima de 60% e cutoff de alinhamento mínimo de 15 aminoácidos), as 
quais foram subsequentemente afiliadas taxonomicamente com a anotação do Best Hit 
Classification utilizando o M5NR (parâmetros default: e-value cutoff de 1e-5, cutoff de 
identidade mínima de 60% e cutoff de alinhamento mínimo de 15 aminoácidos). Os 
resultados dessas análises foram posteriormente comparados entre as tecnologias de 
sequenciamento utilizadas. 
 
2.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
2.3.1 Construção da biblioteca metagenômica 
2.3.1.1 Extração do DNA metagenômico de alto peso molecular 
 A extração do DNA metagenômico do sedimento de manguezal de Bertioga foi 
bem sucedida.. No entanto a eficiência foi baixa, precisando de cerca de 150 extrações 
para alcançar a quantidade de 20 µg de DNA para início da construção da biblioteca 
metagenômica (FIGURA 4). 
 
Figura 4. Eletroforese em gel de agarose (0,8%) do DNA total extraído a partir de sedimentos de 
mangue de Bertioga. M1: DNA genômico intacto do fago Lambda (λ) 50 ng; M2: λ 100 ng; A1 e 
A2: DNA genômico extraído de amostra de sedimento de manguezal. 
 
2.3.1.2 Construção e validação da biblioteca metagenômica 
 Para a construção da biblioteca metagenômica em vetor do tipo fosmídeo é 
necessário que os fragmentos de DNA tenham entre 25 e 40 kb. Para melhor estimativa 
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do tamanho do DNA extraído, foi feita uma eletroforese em campo pulsado (PFGE) 
(FIGURA 5). 
 
Figura 5. Eletroforese em campo pulsado em gel de agarose 1%. Canaletas: M: marcador de 
alto peso molecular (Low Range PFG Marker, New England Biolabs®); F: DNA controle do 
fosmídeo (Epicentre®), A1 a A4: 5 µL de DNA metagenômico das amostras de sedimento. 
 
 Confirmada a presença de fragmentos de DNA do tamanho necessário para a 
clonagem, estes foram utilizados para a construção da biblioteca metagenômica. 
 A figura 6 ilustra a etapa de excisão dos fragmentos de DNA de alto peso do gel 
de agarose LMP, após eletroforese em campo pulsado. 
 
Figura 6. Eletroforese de campo pulsado para visualização e excisão do DNA genômico com o 
tamanho de fragmentos desejado – maiores que 25 kb. Canaletas M: marcador de alto peso 
molecular (Low Range PFG Marker, New England Biolabs®); F: DNA controle do fosmídeo 
(Epicentre®); A, A2 e A3: DNA metagenômico de amostras de sedimento de manguezal. 
 
Foram obtidos 12.960 clones fosmidiais a partir da clonagem do DNA genômico 
do sedimento de mangue impactado com petróleo de Bertioga (SP). 
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A validação da biblioteca foi feita através da observação dos perfis de digestão 
dos fragmentos do DNA metagenômico, com a finalidade de verificar se houve 
variabilidade nos eventos de inserção do DNA no vetor. Foram selecionados 10 clones 
aleatoriamente, estes foram submetidos à extração fosmidial, clivagem com enzima de 
restrição e os perfis de digestão puderam ser avaliados em gel de agarose 1% 
submetido à eletroforese de campo pulsado (FIGURA 7). 
 
Figura 7. Eletroforese de campo pulsado para visualização dos perfis de digestão dos clones. M: 
marcador de alto peso molecular (Low Range PFG Marker, New England Biolabs®); F: DNA 
controle do fosmídeo (Epicentre®); 1 a 10: fosmídeos digeridos com enzima NotI. 
 
2.3.1.3 Extração de DNA da biblioteca metagenômica para envio para sequenciamento 
em larga escala 
As extrações do DNA fosmidial foram realizadas em pools de 10 placas e a 
quantidade e integridade do DNA de 6 dos 13 pools podem ser observadas na Figura 8: 
 
Figura 8. Eletroforese em gel de agarose (1%) do DNA fosmidial de pools de clones da 
biblioteca metagenômica de Bertioga. Canaletas M1: DNA genômico intacto do fago Lambda (λ) 
50ng; P1 a P6: DNA fosmidial extraído dos pools 70 a 120; M2: DNA genômico intacto do fago 
Lambda (λ) 100 ng. 
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2.3.2 Sequenciamento em larga escala da biblioteca metagenômica 
2.3.2.1 Sequenciamento por 454 GS FLX Titanium e Illumina e anotação das 
sequências por MG-RAST 
 O pirosequenciamento da biblioteca metagenômica, após trimagem, resultou em 
930.817 sequências de tamanho médio de 460 bases cada, com 60% de conteúdo GC, 
totalizando 428.814 Mb. Esses dados foram submetidos para anotação no MG-RAST 
com o código de acesso 4558576.3. Após anotação, os dados  gerados pelo 
pirosequenciamento resultaram num total de 650.693 sequências, com tamanho médio 
de 484 bases, 60% de conteúdo GC e genoma de 315.409 Mb (TABELA 1). 
 O sequenciamento da biblioteca metagenômica por Illumina, após a trimagem, 
resultou em 141.295.265 sequências de tamanho médio de 86 bases cada, 57% de 
conteúdo GC, totalizando 12.205.480.811 Mb. Esses dados foram submetidos para 
anotação no MG-RAST com o código de acesso 4561201.3. Após anotação, os dados 
do Illumina resultaram em 88.497.264 sequências de tamanho médio de 87 bases, 
conteúdo GC de 58% e genoma total de of 7.729.678.811 Mb (TABELA 1). 
 
2.3.2.2 Montagem das sequências obtidas a partir dos sequenciamentos e anotação por 
IMG/M 
 As sequências provenientes dos dois sequenciamentos e já trimadas foram 
também submetidas ao assembly, isto é, montagem das sequências em contigs, que 
são sequências consenso maiores originadas a partir da sobreposição de sequências 
menores. O assembling das sequências foi realizado pelo software CLC Genomics 
Workbench versão 7.0.3 e os contigs resultantes foram submetidos à anotação pelo 
IMG/M, com número de acesso 35137 e 40592, respectivamente, para os 
sequenciamentos por 454 e Illumina. 
 Após análise pelo IMG/M, os dados do pirosequenciamento originaram 118.832 
scaffolds (conjunto de contigs), identificação de 198.863 genes, conteúdo GC de 60%, 
totalizando 108.562.359 pb (TABELA 1). Com relação aos dados gerados pelo Illumina, 
a anotação pelo IMG/M resultou em 251.392 scaffolds, 417.925 genes, conteúdo GC de 
60%, totalizando 256.544.320 pb. (TABELA 1). 
 O processo de montagem das sequências em contigs e em scaffolds reduz o 
número de sequências disponíveis, porém permite o acesso a vias metabólicas mais 
longas e complexas. Funções e atividades que requerem maior número de genes 
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atuando sinergisticamente são melhor acessadas em sequências montadas. Enzimas 
codificadas por 1 gene único e cuja atividade depende apenas de condições ambientais 
para expressar podem ser acessadas através de anotação de sequências sem 
montagem, no entanto a interpretação da ORF (Open Reading Frame) completa e a 
função desempenhada por esse gene em uma via metabólica mais complexa não pode 
ser realizada. 
 Com relação às coberturas das diferentes tecnologias de sequenciamento 
utilizadas, a quantidade de dados gerados pelo Illumina foi muito maior que a 
quantidade de dados gerados pelo 454. No entanto, é possível afirmar que as duas 
plataformas foram qualitativamente equivalentes no acesso à diversidade genética 
contida na comunidade recuperada na biblioteca metagenômica (FIGURA 9). 
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Tabela 1. Propriedades da biblioteca metagenômica de sedimento de manguezal de Bertioga baseadas nas anotações realizadas pelas bases de 
dados MG-RAST e IMG/M. 
 
Pirosequenciamento 454 Sequenciamento Illumina 
Metagenoma/ MG-RAST  IMG  MG-RAST  IMG  
Propriedades (Anotação) (Anotação) (Anotação) (Anotação) 
Número total de bases 315.309.425 108.562.359 7.729.678.811 256.544.320 
Contagem de sequências 650.693 88.497.264 
Contagem de Scaffolds 118.832 251.392 
Tamanho médio das sequências (pb) 484 ± 46 87 ± 22 
Tamanho médio dos contigs / scaffolds (pb) 
 913  1020 
Média de conteúdo CG (%) 60 ± 7 % 60,46 % 58 ± 8 % 60,79% 
Contagem de genes  198.936  417.374 
Sequências codificando proteínas 728.087 197.936 64.410.637 416.374 
Sequências codificando proteínas de função conhecida 516.687 13.477.371 
Sequências codificando proteínas classificadas com Enzyme 46.636 102.095 
Características de RNAr preditas 62.382  113 20.108.996  81 
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2.3.3 Perfil taxonômico da comunidade microbiana presente no sedimento de 
mangue de Bertioga contaminado por petróleo 
 A análise taxonômica das sequências provenientes do pirosequenciamento com 
454 e anotadas usando o MG-RAST revelou que a maioria das sequências recuperadas 
na biblioteca metagenômica foi afiliada ao Domínio Bacteria (95,4%), seguido por 
Archaea (1,8%), Eukarya (1%), e 1,5% das sequências foram afiliadas aos virus 
(TABELA 2). Os filos mais abundantes foram Proteobacteria (55,5%), Actinobacteria 
(10,9%), Planctomycetes (6,4%) e Firmicutes (6,1%), seguidos pelos grupos menos 
abundantes Chloroflexi (3,7%), Bacteroidetes (2,9%), Cyanobacteria (2,2%), 
Verrucomicrobia (1,8%), Acidobacteria (1,6%) e Deinococcus-Thermus (0,8%) (FiGURA 
9A). Com relação à afiliação em nível de classe, a maior parte das sequências foi 
dividida em Gamaproteobacteria (18,9%) e Alfaproteobacteria (17,3%), seguidas por 
Deltaproteobacteria (11,7%), Actinobacteria (10,9%) e Betaproteobacteria (6,9%) 
(FIGURA 9B). Genes que estão presentes no manguezal e que ainda não foram 
descritos sugerem a presença de novos organismos, funções e atividades que podem 
estar intimamente relacionados com o funcionamento e recuperação do ecossistema. 
 
Tabela 2. Perfil taxonômico da biblioteca metagenômica resultante do sequenciamento por 454 e 
Illumina, anotados com MG-RAST e IMG/M, em nível de Domínio. 
 
Pirosequenciamento 454 Sequenciamento Illumina 
Metagenoma/ MG-RAST  IMG  MG-RAST  IMG  
Domínio (Anotação) (Anotação) (Anotação) (Anotação) 
Bacteria 95,4% 96,7% 96,4% 96,8% 
Archaea 1,8% 2% 1,5% 2,1% 
Eukarya 1% 1,3% 1,1% 1,1% 
Virus 1,5% * 0,7% * 
Outros 0,4% * 0,3% * 
* Porcentagem menor que 0.01% 
 
 O conjunto de dados obtidos a partir do pirosequenciamento por 454 que passou 
pelo processo de montagem dos contigs, após anotação com o IMG/M, revelou um perfil 
taxonômico muito semelhante ao observado com a anotação pelo MG-RAST. A maioria 
das sequências foi afiliada ao Domínio Bacteria (96,7%) seguido por Archaea (2%) e 
Eukarya (1,3%) (TABELA 2). Porém, não foram identificadas sequências afiliadas a 
DNA viral, mesmo com sequências disponíveis no banco de dados do programa. A 
distribuição filogenética dos genes em nível de filo revelou que o mais abundante foi 
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Proteobacteria (51,2%), seguido pelos grupos Actinobacteria (11,9%), Planctomycetes 
(6,9%), Chloroflexi (5,9%), Firmicutes (5,5%), Bacteroidetes (3,8%), Cyanobacteria 
(2,5%), Acidobacteria (2,2%), Verrucomicrobia (2,1%) e Deinococcus-Thermus (0,9%) 
(FIGURA 9A). A distribuição das sequências por classes mostrou que a maioria estava 
relacionada à Gamaproteobacteria (17%) e Alfaproteobacteria (15%), seguidas por 
Deltaproteobacteria (13,7%), Actinobacteria (11,9%) e Betaproteobacteria (4,8%) 
(FIGURA 9B). 
 O perfil taxonômico obtido a partir das sequências provenientes do 
sequenciamento por Illumina e anotadas pelo MG-RAST mostrou que o Domínio mais 
abundante foi o Bacteria (96,4%), sucedidos por Archaea (1,5%), Eukarya (1,1%) e 
Virus (0,7%) (TABELA 2). Referente à afiliação das sequências em nível de filo, a 
maioria das sequências pertencia aos filos Proteobacteria (57,8%), Actinobacteria 
(10,7%) e Firmicutes (6%), seguidos por Planctomycetes (5,4%), Bacteroidetes (3,5%), 
Chloroflexi (3,2%), Cyanobacteria (2%), Acidobacteria (1,5%), Verrucomicrobia (1,4%), 
e Deinococcus-Thermus (0,8%) (FIGURA 9A). A afiliação das sequências por classes 
revelou que a maioria estava relacionada à Gamaproteobacteria e Alfaproteobacteria 
(19,8% e 19,4%, respectivamente), seguido por Deltaproteobacteria (10,8%), 
Actinobacteria (10,7%) e Betaproteobacteria (7,9%) (FIGURA 9B). 
 As sequências originadas do sequenciamento com o Illumina e que passaram 
por montagem, foram submetidas à anotação pelo IMG/M, e o perfil taxonômico 
resultante revelou que o Domínio mais abundante foi o Bacteria (96,8%), seguido por 
Archaea (2,1%) e Eukarya (1,1%). A afiliação das sequências em filos mostrou que a 
maioria destas pertencia ao filo Proteobacteria (48,8%), seguido pelos menos 
frequentes Actinobacteria (12,7%), Chloroflexi (7,2%), Planctomycetes (6,9%), 
Firmicutes (5,7%), Bacteroidetes (3,6%), Cyanobacteria (2,5%), Acidobacteria (2,4%), 
Verrucomicrobia (2%), e Deinococcus-Thermus (1%) (FIGURA 9A). Em nível de classe, 
as mais abundantes foram Gamaproteobacteria (15,8%) e Deltaproteobacteria (14,2%), 
sucedidas por Alfaproteobacteria (13,7%), Actinobacteria (12,7%) e Betaproteobacteria 
(4,6%) (FIGURA 9B). 
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(A)  
(B)  
 
Figura 9. Afiliação taxonômica das sequências metagenômicas derivadas das duas plataformas 
de sequenciamento e utilizando duas abordagens para anotação. (A) Porcentagem de 
sequências afiliadas em nível de filo; (B) Porcentagem de sequencias afiliadas em nível de 
classe. 
 
Independente da tecnologia de sequenciamento e do programa de anotação 
utilizados, os resultados mostraram um perfil bastante semelhante. A maioria das 
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sequências pertenceu ao domínio Bacteria, com os dados metagenômicos variando de 
95,4% a 96,8%. As sequências remanescentes pertenceram aos domínios Archaea 
(menos de 2% em todos os conjuntos de dados), Eukarya (menos de 1,3%), Virus 
(menos de 1,5%) e sequências não classificadas. Mesmo com poucas sequências 
pertencentes ao domínio Eukarya, todos os conjuntos de dados tiveram porcentagens 
similares deste domínio, enquanto para Virus, dados sem prévia montagem 
recuperaram maior número de sequência comparados aos dados montados em contigs. 
A baixa contagem de sequências de Eukarya e Virus era esperada devido aos métodos 
de coleta e extração de DNA utilizados, bem como aos passos de trimagem e limpeza 
das sequências (Danhorn et al., 2012). 
De maneira geral, o padrão de distribuição das sequências em filos foi o mesmo 
em todos os conjuntos de dados analisados, com prevalência de Proteobacteria e 
Actinobacteria e menores frequências de Planctomycetes, Firmicutes e Chloroflexi. 
Dentre os dados analisados, foi observado que as anotações realizadas pelo IMG/M 
recuperaram maiores porcentagens de Planctomycetes e Chloroflexi quando 
comparadas com as anotações feitas pelo MG-RAST, que detectou maiores 
porcentagens de Firmicutes. Comparando com os resultados obtidos por Andreote et al. 
(2012), que estudaram as mesmas amostras (BrMgv2 – MG-RAST ID code 4451034.3), 
porém sem o processo de clonagem, é possível observar o mesmo perfil recuperado 
com o processo de clonagem, no entanto a biblioteca recuperou maior porcentagem de 
Planctomycetes enquanto o sequenciamento direto recuperou maior porcentagem de 
Firmicutes. 
Todos os conjuntos de dados mostraram que as classes mais abundantes dentro 
do filo Proteobacteria foram Gamaproteobacteria e Alfaproteobacteria, seguidos por 
Deltaproteobacteria e Betaproteobacteria (exceto no conjunto de dados originados do 
Illumina e anotado pelo IMG/M, o qual teve mais Deltaproteobacteria do que 
Alfaproteobacteria). A anotação realizada com IMG/M também detectou a presença de 
Zetaproteobacteria e, em menor abundância, Epsilonproteobacteria. O sequenciamento 
direto realizado por Andreote et al. (2012) mostrou que a classe mais abundante foi 
Deltaproteobacteria, seguida por Gamaproteobacteria, Alfaproteobacteria, 
Betaproteobacteria e Epsilonproteobacteria.  
 A predominância de Gamaproteobacteria e Alfaproteobacteria em sedimentos de 
manguezais contaminados com petróleo era esperada, uma vez que ambas as classes 
possuem espécies com a habilidade de degradar hidrocarbonetos em sedimentos e 
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águas (Alain et al., 2012; Kim & Kwon, 2010). Gamaproteobacterias não cultivadas 
também foram relatadas como importantes procariotos oxidadores de enxofre em zonas 
de transição costeiras entre-marés (oxicas-anóxicas) e em sedimentos de mangue 
(Lenk et al., 2011; Varon-Lopez et al., 2014). Já foi demonstrado que espécies da 
classe Gamaproteobacteria dominam as comunidades bacterianas após contaminação 
com petróleo (Mortazavi et al., 2013).  
 O filo Actinobacteria está presente em grandes quantidades na biblioteca 
metagenômica e membros deste filo são reconhecidos serem organismos de alto 
conteúdo GC e também foram identificados como membros abundantes de 
comunidades microbianas em água limpa (Ghai et al., 2012). Algumas espécies de 
Actinobacteria possuem a habilidade de degradar uma vasta gama de hidrocarbonetos 
(Zhang et al., 2012) e algumas estão envolvidas com a remoção  biológica de fósforo de 
sedimentos de mangue sob condições anaeróbicas (Dias et al., 2009; Priya et al., 
2014).  
 A abundância de filos com membros capazes de fixar nitrogênio também foi 
observada, com sequências de Firmicutes, Chloroflexi e Planctomycetes. Espécies de 
Firmicutes foram previamente relacionadas a ecossistemas com presença de petróleo, 
inclusive sedimentos de manguezais (van der Kraan et al., 2010; Dias et al., 2012) e o 
grupo Clostridia possui habilidade de metabolizar compostos orgânicos complexos em 
substâncias utilizadas por organismos metanogênicos (Liu et al., 2011). Em adição, 
Chloroflexi e Firmicutes estão associados à degradação de petróleo em condições 
anaeróbicas, e estes filos estão presentes no sedimento de manguezal de Bertioga 
(Sutton et al., 2013, Ghosh et al., 2010). O grupo Bacteroidetes, também presente na 
biblioteca metagenômica, é encontrado em ambientes onde ocorre a redução de sulfato 
em condições anaeróbicas, além de estarem envolvidos na mineralização de benzeno, 
tolueno e outros hidrocarbonetos (Das & Kazy, 2014). 
 Deltaproteobacteria foi a terceira classe mais abundante do filo Proteobacteria e 
espécies desta classe são conhecidas por estarem envolvidas na redução de enxofre 
em condições anaeróbicas em sedimentos marinhos (Varon-Lopezet al., 2014;, 
Thompson et al., 2013). Gêneros desta classe, tais como Desulfosarcina, Desulfopila, 
Desulfovibrio, Desulfonema, e Desulfobacterium desempenham papéis importantes no 
metabolismo do nitrogênio, fósforo e alguns compostos orgânicos em sistemas 
alagados e sedimentos de mangue influenciados pela salinidade e nutrientes 
disponibilizados pelas plantas (Andreote et al., 2012; Varon-Lopez et al., 2014; Lv et al., 
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2014). As condições anaeróbicas que prevalescem no sedimento de mangue justificam 
a a predominância dessa classe no sequenciamento direto realizado por Andreote e 
colaboradores (2012), o que mostra claramente que o processo de clonagem favorece 
alguns genes e populações microbianas em detrimento de outras, haja vista que na 
biblioteca metagenômica esta classe foi apenas a terceira mais abundante. 
 Estudos anteriores relataram a sub-representação do cluster SAR11 de 
Alfaproteobactera em bibliotecas de BACs e fosmídios de ambientes marinhos (Danhorn 
et al., 2012; Feingersch & Béjà, 2009). Em adição, Temperton et al. (2009) mostraram 
que bibliotecas fosmidiais não representam a diversidade taxonômica bacteriana de 
uma dada comunidade com precisão e DeLong et al. (2006) destacaram que bibliotecas 
fosmidiais podem mostrar significativa super ou sub-representação de importantes 
populações microbianas em comparação aos dados do pirosequenciamento direto.  
 Ainda nesse contexto, DeLong et al. (2006) explicam que a fragmentação do 
DNA ocorre mais prontamente em DNA com menos ligações GC, devido ao menor 
número de pontes de hidrogênio. Menos pontes de hidrogênio enfraquecem a ligação 
entre as bases, que ficam mais susceptíveis à ruptura, reduzindo o número de 
fragmentos com 40 kb requeridos para a ligação no vetor fosmidial e consequentemente  
reduzindo a representação na biblioteca fosmidial. Seguindo o argumento de DeLong et 
al. (2006) é possível compreender a maior abundância de sequências afiliadas ao filo 
Actinobacteria na biblioteca metagenômica em comparação ao sequenciamento direto, 
uma vez que geralmente membros desse grupo possuem alto conteúdo GC (FIGURA 
10). 
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Figura10. Gráfico ilustrando o conteúdo GC (%) da microbiota presente no sedimento de 
mangue de Bertioga recuperado pela biblioteca metagenômica (Pirosequenciamento 454 e 
Illumina) e sequenciamento direto (Pirosequenciamento 454 – Código de acesso: 4451034.3). 
 
As análises estatísticas realizadas utilizando o programa STAMP e os dados das 
anotações realizadas com o MG-RAST mostraram que os dois conjuntos de dados 
recuperaram grande número de sequências de Planctomycetaceae (FIGURA 11A). 
Quando estes dados (“Biblioteca Illumina” e “Biblioteca 454”) foram comparados com o 
conjunto de dados do sequenciamento direto (“454 Direto”), além da família 
Plantomycetaceae, também se destacou a Rhodobacteraceae (FIGURA 11B e 11C), 
ambas as famílias consideradas de alto conteúdo GC (60% ou mais). Estes resultados 
mostram que mais uma vez o conteúdo GC é uma característica determinante na 
recuperação de sequências de certos filos no processo de clonagem (Danhorn et al., 
2012, Li & Du, 2014).  
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Figura 11. Gráfico de dispersão ilustrando a proporção relativa de sequências em nível de 
Família, após análise pelo software STAMP e utilizando dados originados das anotações 
realizadas pelo MG-RAST. (A) Eixo X: Biblioteca 454; eixo Y: Biblioteca Illumina; (B) Eixo X: 
Biblioteca 454; eixo Y: 454 Direto; (C) Eixo X: Biblioteca Illumina; eixo Y: 454 Direto. 
 
 As análises executadas pelo software STAMP com os dados de anotação do 
MG-RAST mostraram que os dados das bibliotecas 454 e Illumina estão mais 
proximamente relacionados (R2 = 0.981) do que as comparações entre a biblioteca 454 
e o sequenciamento direto (R2 = 0.827) e entre a biblioteca Illumina e o sequenciamento 
direto (R2 = 0.861) (FIGURA 14). As maiores diferenças nessas análises foram 
encontradas com relação à recuperação de organismos pertencentes às famílias 
Planctomycetaceae e Rhodobacteraceae no processo de clonagem, provavelmente 
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devido à resistência das ligações triplas entre as bases G e C, já que os genomas de 
organismos destes grupos possuem alto conteúdo GC. 
 A matriz de correlação calculada pelo coeficiente de Pearson mostrou uma alta 
correlação ao agrupar os dados metagenômicos do 454 e do Illumina anotados pelo 
IMG/M. A correlação entre os conjuntos de dados baseada no perfil taxonômico em 
nível de família resultou em R = 1.00, e baseado nos perfis de função do COG resultou 
em R = 0.99, com coeficiente de determinação de R2 = 1.00 e 0.98 respectivamente. 
 Levando em consideração alguns dos principais fatores capazes de influenciar a 
composição das comunidades microbianas de um dado ambiente, tais como pH, água, 
carbono orgânico, salinidade e oxigênio (Fierer et al., 2012), e também a contaminação 
pelo derraramento de petróleo, o perfil taxonômico encontrado na biblioteca 
metagenômica do manguezal de Bertioga concordou com o que era esperado, dadas as 
características do ecossistema.   
Estes resultados mostraram que as duas tecnologias de sequenciamento 
empregadas recuperaram as mesmas famílias taxonômicas quando anotadas pelo 
mesmo programa. Por outro lado, a utilização de bibliotecas metagenômicas para 
avaliação de diversidade de um dado ambiente não é adequada, pois tanto os 
protocolos de extração de DNA genômico quanto o processo de clonagem introduzem 
erros na análise, beneficiando alguns grupos taxonômicos em detrimento de outros 
(Danhorn et al., 2012). 
 
2.3.4 Análise da diversidade funcional geral das sequências anotadas pelo MG-
RAST 
 A diversidade funcional geral das sequências resultantes das duas tecnologias 
de sequenciamento analisada pelo MG-RAST gerou um perfil de abundância de 
funções (Subsystems - no Nível 1) muito semelhantes (FIGURA 12). 
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Figura 12. Gráfico da diversidade funcional gerado pelo MG-RAST dos dados dos 
sequenciamentos por 454 e Illumina. Os dados foram calculados a partir dos resultados do 
Hierarquical Classification analisados pelo SEED (Subsystems) Nível 1. 
 
 Os dados do gráfico estão em porcentagem. Os dados brutos desta análise 
estão na Tabela 3.  
 
Tabela 3. Dados brutos da classificação taxonômica hierárquica dos dois sequenciamentos da 
biblioteca metagenômica de Bertioga (454 e Illumina) calculada com o SEED (Subsystem) Nível 
1 (parâmetros default: e-value cutoff de 1e-5, cutoff de identidade mínima de 60% e cutoff de 
alinhamento mínimo de 15). 
(continua) 
Metagenoma/ 454 Subsystems IlluminaSubsystems 
Subsystem Abundância* Porcentagem (%) Abundância Porcentagem (%) 
Amino Acids and Derivatives 33.176 8,03 1.179.432 9,38 
Carbohydrates 42.533 10,29 1.432.100 11,39 
Cell Division and Cell Cycle 5.080 1,23 150.755 1,20 
Cell Wall and Capsule 13.892 3,36 350.714 2,79 
Clustering-based subsystems 63.452 15,36 1.891.968 15,05 
Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments 26.267 6,36 799.720 6,36 
DNA Metabolism 14.024 3,39 443.359 3,53 
Dormancy and Sporulation 646 0,16 19.964 0,16 
Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids 12.025 2,91 337.636 2,69 
Iron acquisition and metabolism 1.771 0,43 40.301 0,32 
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Tabela 3. Dados brutos da classificação taxonômica hierárquica dos dois sequenciamentos da 
biblioteca metagenômica de Bertioga (454 e Illumina) calculada com o SEED (Subsystem) Nível 
1 (parâmetros default: e-value cutoff de 1e-5, cutoff de identidade mínima de 60% e cutoff de 
alinhamento mínimo de 15). 
(conclusão) 
MembraneTransport 13.426 3,25 319.387 2,54 
Metabolism of Aromatic Compounds 6.679 1,62 176.718 1,41 
Miscellaneous 32.185 7,79 899.966 7,16 
Motility and Chemotaxis 2.562 0,62 53.630 0,43 
Nitrogen Metabolism 6.031 1,46 196.245 1,56 
Nucleosides and Nucleotides 10.961 2,65 389.303 3,10 
Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids 19.695 4,77 359.307 2,86 
Phosphorus Metabolism 3.416 0,83 105.370 0,84 
Photosynthesis 442 0,11 10.367 0,08 
Potassium Metabolism 1.547 0,37 32.287 0,26 
Protein Metabolism 30.372 7,35 1.136.400 9,04 
RNA Metabolism 14.508 3,51 458.357 3,65 
Regulation and Cell signaling 5.918 1,43 138.610 1,10 
Respiration 21.056 5,10 687.041 5,46 
Secondary Metabolism 3.537 0,86 143.840 1,14 
Stress Response 10.207 2,47 289.884 2,31 
Sulfur Metabolism 6.556 1,59 226.447 1,80 
Virulence, Disease and Defense 11.248 2,72 302.692 2,41 
* Abundância dada pelo número de sequências únicas com 1 hit positivo 
 
As porcentagens de abundância funcional variaram pouco entre os métodos de 
sequenciamento da biblioteca, sendo que a diferença mais notável foi referente ao 
grupo de fagos e plasmídeos, o qual foi relativamente mais abundante no 
sequenciamento pelo 454 em comparação com o Illumina, podendo representar uma 
trimagem deficiente.  
O grupo mais abundante observado foi o Clustering-based Subsystems, que 
corresponde às funções hipotéticas de grupos de genes, possivelmente relacionadas 
aos proteossomos (Iyer et al., 2008). Em seguida, grupos relacionados ao metabolismo 
celular, como metabolismo de carboidratos, aminoácidos e derivados, metabolismo de 
proteínas, dentre outros, apareceram em porcentagens semelhantes entre os tipos de 
sequenciamento e em altas quantidades. Porcentagens de outros grupos, tais como 
resposta ao estresse, metabolismo de compostos aromáticos, metabolismo de enxofre, 
nitrogênio e fósforo, metabolismo secundário e de aquisição de ferro, foram observados 
em menores proporções. Esses grupos refletem a presença de genes relacionados à 
degradação do petróleo, defesa ao estresse, e metabolismo de nutrientes de baixa 
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concentração nos manguezais e essenciais à manutenção das atividades biológicas do 
ecossistema, e são coerentes com as condições ambientais encontradas no manguezal 
de Bertioga. 
 
2.3.5 Análise da diversidade funcional geral das sequências anotadas pelo IMG/M 
A diversidade funcional geral dos contigs anotados pelo IMG/M gerou o mesmo 
perfil de abundância de funções para os dois conjuntos de dados (KEGG Pathways via 
KO) (FIGURA 13). 
 
 
Figura 13. Gráfico da diversidade funcional gerado pelo IMG/M dos dados dos sequenciamentos 
por 454 e Illumina. Os dados foram obtidos por análise de KEGG Pathway via KO.  
 
 Os dados do gráfico estão em porcentagem. Os dados brutos desta análise 
estão na Tabela 4. 
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Tabela 4. Dados brutos da classificação taxonômica hierárquica dos dois sequenciamentos da 
biblioteca metagenômica de Bertioga (454 e Illumina) calculada com o KEGG Pathways via KO 
(parâmetros: output type: D-rank, p-value: > 0,15, p-value cutoff False Discovery Rate: 0,05). 
(continua) 
Metagenoma / 454 Funções Illumina Funções 
Função Abundância Porcentagem (%) Abundância Porcentagem (%) 
Amino acid metabolism 9371 9,22 20703 9,38 
Biosynthesis of other secondary metabolites 965 0,95 2125 0,96 
Cancers: Overview 392 0,38 833 0,38 
Cancers: Specific types 116 0,11 216 0,09 
Carbohydrate metabolism 10421 10,26 22717 10,29 
Cardiovascular diseases 30 0,03 55 0,025 
Cell communication 25 0,025 41 0,02 
Cell growth and death 936 0,92 1886 0,85 
Cell motility 611 0,6 1308 0,6 
Chemical structure transformation maps 23 0,022 52 0,02 
Circulatory system 57 0,056 122 0,05 
Development 3 0 4 0 
Digestive system 90 0,09 178 0,08 
Drug resistance 368 0,36 782 0,35 
Endocrine and metabolic diseases 242 0,24 521 0,23 
Endocrine system 738 0,73 1551 0,7 
Energy metabolism 8163 8,03 17819 8,07 
Environmental adaptation 214 0,21 358 0,16 
Excretory system 102 0,1 252 0,11 
Folding, sorting and degradation 1955 1,92 4044 1,83 
Global and overview maps 29705 29,24 64922 29,41 
Glycan biosynthesis and metabolism 1549 1,52 3427 1,55 
Immune diseases 52 0,05 137 0,06 
Immune system 65 0,06 87 0,03 
Infectious diseases: Bacterial 741 0,73 1381 0,62 
Infectious diseases: Parasitic 103 0,1 212 0,09 
Infectious diseases: Viral 46 0,05 74 0,03 
Lipid metabolism 3566 3,5 7657 3,47 
Membrane transport 4261 4,2 8803 3,99 
Metabolism of cofactors and vitamins 4997 4,9 11343 5,14 
Metabolism of other amino acids 2749 2,7 6041 2,74 
Metabolism of terpenoids and polyketides 1773 1,74 3982 1,8 
Nervous system 254 0,25 492 0,22 
Neurodegenerative diseases 183 0,18 350 0,16 
Nucleotide metabolism 3822 3,76 8413 3,81 
Replication and repair 2232 2,19 4859 2,2 
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Tabela 4. Dados brutos da classificação taxonômica hierárquica dos dois sequenciamentos da 
biblioteca metagenômica de Bertioga (454 e Illumina) calculada com o KEGG Pathway via KO 
(parâmetros output type: D-rank, p-value: > 0,15, p-value cutoff False Discovery Rate: 0,05). 
(conclusão) 
Metagenoma / 454 Funções Illumina Funções Metagenoma / 454 Funções 
Função Abundância Porcentagem (%) Função Abundância 
Sensory system 8 0 9 0 
Signal transduction 3624 3,56 7629 3,45 
Signaling molecules and interaction 15 0,01 30 0,01 
Substance dependence 47 0,04 107 0,05 
Transcription 404 0,4 694 0,31 
Translation 3117 3,06 6777 3,07 
Transport and catabolism 618 0,6 1307 0,6 
Xenobiotics biodegradation and metabolism 2850 2,8 6384 2,9 
 
 O grupo de funções mais abundantes em ambos os conjuntos de dados foi o 
Global and Overview Maps, que abrange funções relacionadas ao metabolismo celular, 
tais como metabolismo microbiano, metabolismo de carbono, biossíntese de 
aminoácidos. Este grupo também contém vias metabólicas relacionadas à biossíntese 
de metabólitos secundários e degradação de compostos aromáticos, que são 
compostos cuja produção pode ser induzida em situação de estresse. Outros grupos em 
destaque envolvem o metabolismo de carboidratos e açúcares, metabolismo de 
aminoácidos, metabolismo de cofatores e vitaminas, e metabolismo energético. No 
grupo de metabolismo energético são englobadas funções como fosforilação oxidativa, 
fixação de carbono e metabolismo de metano, nitrogênio e enxofre, funções estas 
intimamente ligadas às condições ambientais encontradas no sedimento de manguezal 
de Bertioga.  
 
2.3.6 Análise da frequência dos genes relacionados às enzimas esterases, lipases 
e proteases e afiliação taxonômica das sequências – MG-RAST 
2.3.6.1 Esterases 
 A frequência dos genes relacionados às esterases e a afiliação taxonômica das 
sequências foram analisadas pelo MG-RAST e podem ser visualizadas na figura 14. 
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Figura 14. Árvore ilustrando a diversidade funcional das sequências anotadas com o MG-RAST 
e relacionadas às enzimas da classe de esterases. A abundância funcional foi anotada pelo 
SEED e a afiliação taxonômica foi realizada pelo M5NR (para ambos foram utilizados os 
parâmetros default: e-value cutoff de 1e-5, cutoff de identidade mínima de 60% e cutoff de 
alinhamento mínimo de 15 pb ou aminoácidos). 
 
 Para a montagem da árvore, os dados foram normalizados e as afiliações 
taxonômicas podem ser visualizadas em diferentes níveis.  As abundâncias e 
porcentagens da distribuição taxonômica em nível de Domínio estão na tabela 5. A 
distribuição taxonômica completa das sequências de esterases pode ser visualizada no 
Anexo 1. 
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Tabela 5. Distribuição taxonômica hierárquica em nível de Domínio das sequências de esterases 
dos sequenciamentos por 454 e Illumina. Abundância funcional dada pelo SEED e afiliação 
taxonômica realizada pelo M5NR (ambos calculados utilizando parâmetros default: e-value cutoff 
de 1e-5, cutoff de identidade mínima de 60% e cutoff de alinhamento mínimo de 15).  
 
Função/ ESTERASE 
Metagenoma 454 Illumina 
Domínio Abundância Abundância (%) Abundância Abundância (%) 
Bacteria 437.289 88,39 11.705.867 83,84 
Archaea 2.884 0,58 90.782 0,65 
Eukarya - -  23.094 0,1 
Unassigned 54.576 11,03 2.142.271 15,34 
 
 A afiliação taxonômica das sequências de esterases mostrou que a maior parte 
destas é originada de indivíduos pertencentes ao Domínio Bacteria (88,39% das 
sequências do 454 e 83,84% das sequências do Illumina). As abundâncias e 
porcentagens da distribuição taxonômica em nível de Filo estão na tabela 6.  
 
Tabela 6. Distribuição taxonômica hierárquica em nível de Filo das sequências de esterases dos 
sequenciamentos por 454 e Illumina. Abundância funcional dada pelo SEED e afiliação 
taxonômica realizada pelo M5NR (ambos calculados utilizando parâmetros default: e-value cutoff 
de 1e-5, cutoff de identidade mínima de 60% e cutoff de alinhamento mínimo de 15).  
(continua) 
Função/ ESTERASE 
 Metagenoma 454 Illumina 
Filo Abundância Abundância (%) Abundância Abundância (%) 
Acidobacteria 37.867 2,30 842.941 1,52 
Actinobacteria 221.365 13,47 7.449.059 13,40 
Aquificae 1.527 0,09 69.322 0,12 
Bacteroidetes 54.337 3,31 1,939.482 3,49 
Chlamydiae -  - 16.587 0,03 
Chlorobi 6.740 0,41 432.190 0,78 
Chloroflexi 61.597 3,75 1.952.634 3,51 
Cyanobacteria 17.829 1,08 557.338 1,0 
Deferribacteres 1.758 0,11 64.020 0,12 
Deinococcus-Thermus 6.982 0,42 374.544 0,67 
Dictyoglomi - - 79.300 0,14 
Eusimicrobia 446 0,03 - - 
Firmicutes 58.956 3,59 2.801.702 5,04 
Fusobacteria 517 0,03 54.750 0,10 
Planctomycetes 90.107 5,48 2.345.040 4,22 
Proteobacteria 1.060.609 64,52 35.820.151 64,45 
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Tabela 6. Distribuição taxonômica hierárquica em nível de Filo das sequências de esterases dos 
sequenciamentos por 454 e Illumina. Abundância funcional dada pelo SEED e afiliação 
taxonômica realizada pelo M5NR (ambos calculados utilizando parâmetros default: e-value cutoff 
de 1e-5, cutoff de identidade mínima de 60% e cutoff de alinhamento mínimo de 15).  
(conclusão) 
Spirochaetes - - 761.170 0,14 
Synergistetes - - 71.249 0,13 
Tenericutes - - 1.382 0,0 
Thermotogae 2.768 0,17 160.370 0,29 
Verrucomicrobia 12.200 0,74 277.583 0,50 
 
As abundâncias e porcentagens da distribuição taxonômica em nível de Classe, 
dentro do filo Proteobacteria estão na tabela 7. 
 
Tabela 7. Distribuição taxonômica hierárquica em nível de Classe das sequências de esterases 
dos sequenciamentos por 454 e Illumina. Abundância funcional dada pelo SEED e afiliação 
taxonômica realizada pelo M5NR (ambos calculados utilizando parâmetros default: e-value cutoff 
de 1e-5, cutoff de identidade mínima de 60% e cutoff de alinhamento mínimo de 15).  
 
Função/ ESTERASE 
 Metagenoma 454 Illumina 
Classe Abundância Abundância (%) Abundância Abundância (%) 
Alfaproteobacteria 328.052 30,93 11.217.086 31,32 
Gamaproteobacteria 357.493 33,71 12.729.666 35,54 
Betaproteobacteria 129.799 12,24 4.835.727 13,5 
Deltaproteobacteria 235.809 22,23 6.734.116 18,08 
Epsilonproteobacteria 2.991 0,28 115.401 0,32 
  
 As esterases são produzidas por organismos pertencentes a diferentes grupos 
taxonômicos e reagem a uma ampla diversidade de substratos (Tian et al., 2012). Não 
há estudos metagenômicos disponíveis com essa análise para comparação, e os 
estudos com isolados revelaram que a maioria dos organismos produtores desta enzima 
pertence aos gêneros Bacillus, Pseudomonas e Burkholderia (Kumar et al., 2012). Estas 
espécies pertencem ao filo Firmicutes, e às classes Gammaproteobacteria e 
Betaproteobacteria, respectivamente, não corroborando com os resultados encontrados 
na biblioteca metagenômica. Em adição, esses organismos são aeróbios ou aeróbios 
facultativos, e possivelmente indivíduos destes gêneros não tenham sido contemplados 
na amostragem, uma vez que o sedimento do manguezal foi coletado em um sítio com 
baixa disponibilidade de oxigênio, 30 cm abaixo da superfície. O terceiro filo mais 
abundante foi o de Planctomycetes, e membros deste grupo possuem a capacidade 
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particular de sintetizar e metabolizar esteróides, com auxílio de esterases, assim como 
eucariotos (Fuerst & Sagulenko, 2011). São organismos difíceis de isolar e apenas com 
o avanço da biologia molecular foi possível acessar a grande maioria dos membros 
deste grupo, que permanece pouco explorado e representa um conjunto de bactérias 
com potencial ainda desconhecido (Fuerst & Sagulenko, 2011; Lage & Bondoso, 2012). 
 Os ensaios funcionais para detecção de atividade de esterases realizados com 
os clones da biblioteca metagenômica resultaram em falsos-positivos e, frente à grande 
quantidade de sequências de esterases encontrada nas anotações, algumas hipóteses 
podem ser levantadas. Uma das explicações para a discrepância entre os resultados do 
ensaio funcional e as anotações in silico está relacionada às limitações do sistema de 
expressão heteróloga, que pode não funcionar para os genes alvo. Apesar de 
engenheirada para esta finalidade, a E. coli utilizada na construção da biblioteca pode 
não ter as características necessárias no seu sistema para expressar determinados 
genes ou não possui um sistema de excreção compatível com estas enzimas. Em 
adição, bibliotecas metagenômicas são construídas com fragmentos de DNA extraídos 
aleatoriamente, e estes fragmentos podem conter sequências incompletas dos genes 
que posteriormente não são capazes de expressarem suas funções. 
 
2.3.6.2 Lipases 
A frequência dos genes relacionados às lipases e a afiliação taxonômica das 
sequências foram analisadas pelo MG-RAST e podem ser visualizadas na figura 15. 
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Figura 15. Árvore ilustrando a diversidade funcional das sequências anotadas com o MG-RAST 
e relacionadas às lipases. A abundância funcional foi anotada pelo SEED e a afiliação 
taxonômica foi realizada pelo M5NR (para ambos foram utilizados os parâmetros default: e-value 
cutoff de 1e-5, cutoff de identidade mínima de 60% e cutoff de alinhamento mínimo de 15 pb ou 
aminoácidos ). 
 
Para a montagem da árvore, os dados foram normalizados e as afiliações 
taxonômicas podem ser visualizadas em diferentes níveis.  As abundâncias e 
porcentagens da distribuição taxonômica em nível de Domínio estão na tabela 8. A 
distribuição taxonômica completa das sequências de lipases pode ser visualizada no 
Anexo 2. 
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Tabela 8. Distribuição taxonômica hierárquica em nível de Domínio das sequências de lipases 
dos sequenciamentos por 454 e Illumina. Abundância funcional dada pelo SEED e afiliação 
taxonômica realizada pelo M5NR (ambos calculados utilizando parâmetros default: e-value cutoff 
de 1e-5, cutoff de identidade mínima de 60% e cutoff de alinhamento mínimo de 15).  
 
Função LIPASE 
Metagenoma 454 Illumina 
Domínio Abundância Abundância (%) Abundância Abundância (%) 
Bacteria 239.444 86,35 8.194.864 83,80 
Archaea 106 0,04 19.316 0,20 
Eukarya 26 0,01 12.263 0,13 
Unassigned 37.725 13,60 1.552.328 15,87 
 
A afiliação taxonômica das sequências de lipases mostrou que a maior parte 
destas são originadas de indivíduos pertencentes ao Domínio Bacteria (86,35% das 
sequências do 454 e 83,80% das sequências do Illumina). As abundâncias e 
porcentagens da distribuição taxonômica em nível de Filo estão na tabela 9. 
 
Tabela 9. Distribuição taxonômica hierárquica em nível de Filo das sequências de lipases dos 
sequenciamentos por 454 e Illumina. Abundância funcional dada pelo SEED e afiliação 
taxonômica realizada pelo M5NR (ambos calculados utilizando parâmetros default: e-value cutoff 
de 1e-5, cutoff de identidade mínima de 60% e cutoff de alinhamento mínimo de 15).  
 
Função LIPASE 
Metagenoma  454 Illumina 
Filo Abundância Abundância (%) Abundância Abundância (%) 
Acidobacteria 37.867 4,46 842.941 2,22 
Actinobacteria 143.902 16,96 6.403.830 16,90 
Bacteroidetes 18.216 2,15 1.067.261 2,82 
Chlorobi 1.086 0,13 184.652 0,49 
Chloroflexi 10.517 1,24 926.996 2,45 
Cyanobacteria 5.885 0,69 313.768 0,83 
Deferribacteres - - 55.666 0,15 
Deinococcus-Thermus 1.655 0.20 166.196 0,44 
Dictyoglomi - - 48.971 0,13 
Firmicutes 10.387 1,22 705.552 1,86 
Fusobacteria 415 0,05 58.599 0,15 
Planctomycetes 48.739 5,74 1.134.015 2,99 
Proteobacteria 557.803 65,75 25.697.059 67,82 
Thermotogae 2.691 0,32 88.291 0,23 
Verrucomicrobia 9.231 1,09 198.468 0,52 
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As abundâncias e porcentagens da distribuição taxonômica em nível de Classe, 
dentro do filo Proteobacteria estão na tabela 10. 
 
Tabela 10. Distribuição taxonômica hierárquica em nível de Classe das sequências de lipases 
dos sequenciamentos por 454 e Illumina. Abundância funcional dada pelo SEED e afiliação 
taxonômica realizada pelo M5NR (ambos calculados utilizando parâmetros default: e-value cutoff 
de 1e-5, cutoff de identidade mínima de 60% e cutoff de alinhamento mínimo de 15).  
 
Função LIPASE 
Metagenoma  454 Illumina 
Filo Abundância Abundância (%) Abundância Abundância (%) 
Alphaproteobacteria 209.310 37,52 8.168.630 31,79 
Gammaproteobacteria 178.835 32,06 10.824.548 42,12 
Betaproteobacteria 74.976 13,44 3.627.966 14,12 
Deltaproteobacteria 93.412 16,75 3.039.986 11,83 
Epsilonproteobacteria 1.270 0,23 35.929 0,14 
 
Assim como as esterases, as lipases são enzimas produzidas por organismos 
pertencentes a diferentes grupos taxonômicos (Treichel et al., 2010) e ainda não há 
relatos na literatura sobre o levantamento funcional geral de sequências de lipases em 
metagenomas. Os isolados mais frequentemente estudados como fonte de lipases são 
os dos gêneros Bacillus, Pseudomonas, Burkholderia, Staphylococcus e Acinetobacter 
(Gupta et al., 2004; Jaeger & Eggert, 2002; Patil et al., 2011), que pertencem aos 
grupos Firmicutes, Gammaproteobacteria e Betaproteobacteria. Os grupos 
Planctomycetes e Acidobacteria foram os mais abundantes depois de Proteobacteria e 
Actinobacteria, e o filo Acidobacteria ter sido o quarto maior em afiliação de sequências 
de lipases é algo interessante e um dado inédito, visto que pouco se sabe sobre este 
grupo. Acidobacteria é um filo particularmente abundante em solos e sedimentos, porém 
de difícil cultivo, e corresponde a 10-15% de todas as sequências de genes RNAr 16S 
em bibliotecas de clones (Ward et al., 2009). Ainda é um filo pouco estudado frente ao 
grande potencial que exibe, e enzimas produzidas por sequências de Acidobacteria já 
foram isoladas, porém sempre através de triagens de clones de bibliotecas 
metagenômicas (Faoro et al., 2012; Ward et al., 2009).  
 Não foi detectada atividade de lipase nos clones  da biblioteca metagenômica 
nos ensaios funcionais, possivelmente mais uma vez devido às limitações inerentes ao 
sistema de expressão heteróloga. As lipases microbianas são, em sua maioria, 
extracelulares e sua produção é influenciada principalmente por fatores como 
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disponibilidade de carbono e presença de substrato lipídico, além de fatores físico-
químicos como temperatura, pH e disponibilidade de oxigênio (Treichel et al., 2010).  
 Por outro lado, as sequências resultantes do sequenciamento da biblioteca 
metagenômica e disponíveis nos bancos de dados utilizados permitem acesso e análise 
das sequências de interesse, que posteriormente poderão servir de molde para 
desenho de pares de primers para amplificação dos genes e para testes de expressão. 
Filos pouco estudados e com espécies de difícil cultivo foram representados nestas 
análises, sugerindo grande potencial de sequências produtoras de lipases ainda 
completamente desconhecidas no ambiente de manguezal. 
 
2.3.6.3 Proteases 
A diversidade taxonômica e a abundância das sequências relacionadas às 
proteases foram analisada pelo MG-RAST e podem ser visualizadas na figura 16. 
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Figura 16. Árvore ilustrando a diversidade funcional das sequências anotadas com o MG-RAST 
e relacionadas às proteases. A abundância funcional foi anotada pelo SEED e a afiliação 
taxonômica foi realizada pelo M5NR (para ambos foram utilizados os parâmetros default: e-value 
cutoff de 1e-5, cutoff de identidade mínima de 60% e cutoff de alinhamento mínimo de 15 pb ou 
aminoácidos para pares de bases e aminoácidos respectivamente). 
 
As abundâncias e porcentagens da distribuição taxonômica em nível de Domínio 
estão na tabela 11. A distribuição taxonômica completa das sequências de proteases 
pode ser visualizada no Anexo 3 
 
 
 
 
. 
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Tabela 11. Distribuição taxonômica hierárquica em nível de Domínio das sequências de 
proteases dos sequenciamentos por 454 e Illumina. Abundância funcional dada pelo SEED e 
afiliação taxonômica realizada pelo M5NR (ambos calculados utilizando parâmetros default: e-
value cutoff de 1e-5, cutoff de identidade mínima de 60% e cutoff de alinhamento mínimo de 15).  
 
Função PROTEASE 
Metagenoma 454 Illumina 
Domínio Abundância Abundância (%) Abundância Abundância (%) 
Bacteria 508.163 86,88 12.866.301 83,66 
Archaea 6.300 1,08 176.480 1,15 
Eukarya 363 0,06 39.749 0,26 
Unassigned 70.104 11,98 2.293.343 14,91 
 
A afiliação taxonômica das sequências de proteases mostrou que a maior parte 
destas é originada de indivíduos pertencentes ao Domínio Bacteria (86,88% das 
sequências do 454 e 83,66% das sequências do Illumina). As abundâncias e 
porcentagens da distribuição taxonômica em nível de Filo estão na tabela 12. 
 
Tabela 12. Distribuição taxonômica hierárquica em nível de Filo das sequências de proteases 
dos sequenciamentos por 454 e Illumina. Abundância funcional dada pelo SEED e afiliação 
taxonômica realizada pelo M5NR (ambos calculados utilizando parâmetros default: e-value cutoff 
de 1e-5, cutoff de identidade mínima de 60% e cutoff de alinhamento mínimo de 15).  
(continua) 
Função PROTEASE 
 Metagenoma 454 Illumina 
Filo Abundância Abundância (%) Abundância Abundância (%) 
Actinobacteria 245.798 10,51 7.863.622 11,85 
Aquificae 1.910 0,08 85.974 0,13 
Bacteroidetes 61.446 2,63 1.962.065 3,49 
Chlamydiae 523 0,02 59.373 0,09 
Chlorobi 17.748 0,76 570.051 0,86 
Chloroflexi 1.730 0,07 149.194 0,22 
Cyanobacteria 39.880 1,70 1.251.706 1,89 
Deferribacteres 1.758 0,08 64.020 0,10 
Deinococcus-Thermus 14.897 0,64 402.001 0,61 
Dictyoglomi 3.259 0,14 91.673 0,14 
Eusimicrobia 446 0,02 20.100 0,03 
Firmicutes 100.566 4,30 3.885.184 5,86 
Fusobacteria 816 0,03 89.820 0,14 
Proteobacteria 1.585.413 67,77 43.665.019 65,81 
Spirochaetes 1.730 0,07 149.194 0,22 
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Tabela 12. Distribuição taxonômica hierárquica em nível de Filo das sequências de proteases 
dos sequenciamentos por 454 e Illumina. Abundância funcional dada pelo SEED e afiliação 
taxonômica realizada pelo M5NR (ambos calculados utilizando parâmetros default: e-value cutoff 
de 1e-5, cutoff de identidade mínima de 60% e cutoff de alinhamento mínimo de 15).  
(conclusão) 
Função PROTEASE 
 Metagenoma 454 Illumina 
Filo Abundância Abundância (%) Abundância Abundância (%) 
 
Synergistetes 2.960 0,13 83.814 0,13 
Tenericutes 42 - * 15.758 0,02 
Thermotogae 8.632 0,37 267.392 0,40 
Verrucomicrobia 13.965 0,60 337.493 0,51 
* Porcentagem menor que 0,01 
As abundâncias e porcentagens da distribuição taxonômica em nível de Classe, 
dentro do filo Proteobacteria estão na tabela 13. 
 
Tabela 13. Distribuição taxonômica hierárquica em nível de Classe das sequências de proteases 
dos sequenciamentos por 454 e Illumina. Abundância funcional dada pelo SEED e afiliação 
taxonômica realizada pelo M5NR (ambos calculados utilizando parâmetros default: e-value cutoff 
de 1e-5, cutoff de identidade mínima de 60% e cutoff de alinhamento mínimo de 15).  
 
Função PROTEASE 
 Metagenoma 454 Illumina 
Filo Abundância Abundância (%) Abundância Abundância (%) 
Alfaproteobacteria 365.572 23,06 11.680.124 26,75 
Gamaproteobacteria 798.287 50,35 19.407.130 44,45 
Betaproteobacteria 142.994 9,02 5.320.326 12,18 
Deltaproteobacteria 268.414 16,93 6.850.722 15,69 
Epsilonproteobacteria 6.465 0,41 188.155 0,43 
 
 As enzimas proteolíticas são se ocorrência ubíqua, sendo encontradas em todas 
as formas de organismos vivos, além de serem essenciais para o crescimento e 
diferenciação celular (Gupta et al, 2002). As proteases realizam ambas as funções de 
degradação e de síntese, ocupando importante posição com respeito aos papéis 
fisiológicos e também de aplicação comercial (Rao et al, 1998). A maioria das proteases 
comercialmente disponíveis é produzida por organismos dos gêneros Bacillus, 
Pseudomonas e Clostridium (Rani et al., 2013, Nigan 2013). De alguns anos para cá, 
com a expansão da metagenômica e sua exploração, 9 proteases foram descobertas e 
caracterizadas a partir do uso desta abordagem (Morris & Marchesi, 2014), e as 
proteases descobertas possuem afiliações taxonômicas com Shewanella sp. (Pushpan 
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et al., 2011), Uncultured Bacteria (Purohit & Singh, 2013), Desulfobacter postgatei (Biver 
et al., 2013), Xanthomonas (Wasckowitz et al., 2009), Geobacillus stearothermophillus e 
Bacillus sphaericus (Neveu et al., 2011), Salinibacter rubber (Zhang et al., 2011), 
Rhodococcus opacus (Berlemont et al., 2011) e Terriglobus saanensis (Guazzaroni et 
al., 2013). Esses resultados corroboram com os resultados encontrados para isolados 
produtores de proteases, sendo Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria e 
Bacteroidetes os principais produtores desta classe de enzimas (exceto pelo Terriglobus 
saanensis que é uma Acidobacteria). Na biblioteca metagenômica de Bertioga esse 
padrão de distribuição também foi observado, como exposto na tabela 9. 
 Além da grande quantidade de sequências de proteases encontradas nas 
análises in silico, os ensaios funcionais também resultaram em grande número de hits 
positivos nos ensaios com a sonda Abz. Estes resultados mostram o grande potencial 
proteolítico contido na biblioteca e também a capacidade dos genes expressarem suas 
funções em célula hospedeira diferente da célula de origem. Em adição, nenhum dos 
estudos metagenômicos reportados na literatura utilizou amostras de sedimento de 
manguezal, e o potencial deste ecossistema, incluindo o da biblioteca metagenômica de 
Bertioga, pode conter informações totalmente inéditas acerca de genes de proteases. 
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CAPÍTULO 3 
Triagem de alto desempenho (High Throughput Screening – HTS) para detecção 
de atividades de esterase, lipase e protease na biblioteca metagenômica de 
sedimento de manguezal. 
 
3.1 INTRODUÇÃO 
 
Enzimas microbianas são reconhecidas pelo importante papel que 
desempenham como catalisadores metabólicos, o que levou o uso destas para 
diferentes indústrias e setores da sociedade (Adrio & Demain, 2014). As comunidades 
microbianas existentes nos diferentes ambientes são imensamente diversas e possuem 
grande número de atividades metabólicas (Singh 2010). Os micro-organismos 
representam uma vantajosa fonte alternativa de enzimas, pois podem ser cultivados em 
grandes quantidades em curto período de tempo, possuem grande diversidade 
bioquímica e genética, além de poderem ser manipulados geneticamente (Anbu et al., 
2013).  O mercado de enzimas microbianas está bem estabelecido, mais de 500 
produtos industriais são obtidos utilizando enzimas (Adrio & Demain, 2014) e a busca 
por novas linhagens microbianas capazes de produzirem enzimas diferentes, com 
características peculiares, está em expansão (Anbu et al., 2013).   
Enzimas microbianas oferecem uma alternativa sustentável aos catalisadores 
sintéticos, que requerem uma série de condições para atuarem, inclusive com a 
utilização de solventes orgânicos, o que gera descartes orgânicos e poluentes (Adrio & 
Demain, 2014).  
Pelo exposto, é evidente a importância de estudos de novas fontes ainda 
inexploradas de enzimas, das funções exercidas pelas comunidades microbianas e 
suas interações com outros componentes da biodiversidade, objetivando a descoberta 
de micro-organismos potencialmente exploráveis nos processos biotecnológicos.  
O presente trabalho tem como objetivo a bioprospecção de esterases, lipases e 
proteases na biblioteca metagenômica construída a partir de sedimentos de manguezal 
de Bertioga, ambiente com características extremas e com um arsenal potencial de 
novas moléculas bioativas de interesse específico em processos biotecnológicos 
economicamente e ambientalmente mais sustentáveis.  
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3.2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.2.1 Triagem de alto desempenho para detecção de atividade de esterases  
 Os ensaios para a determinação da atividade de esterase dos clones foram 
realizados em placas contendo meio LB ágar Tributirina, segundo protocolo proposto 
por Lee et al. (1998), com adaptações. A tributirina é um triglicerídeo composto por 
ácido butírico e glicerol que possui cadeia curta (C15H26O6) e, por esse motivo, é 
utilizada na triagem de esterases. O meio LB (Luria-Bertani – Triptona 10 g/L, Extrato de 
Levedura 5 g/L, NaCl 10 g/L – Sambrook & Russel 2001) foi preparado sem NaCl e 
adicionado de 13 g/L de ágar e 10 g/L de goma arábica. O meio de cultura foi colocado 
em frasco Schott (2 L) e levado ao forno de microondas para solubilização completa do 
ágar e da goma arábica. Após solubilização, o volume todo foi agitado vigorosamente 
em liquidificador com a adição de 10 mL/L de tributirina por 5 minutos. Após 
homogeneização, o meio de cultura foi esterilizado. 
 Após esterilização, o meio LB ágar Tributirina foi acrescido de 12,5 µg/mL de 
cloranfenicol, distribuído em placas de Petri e, em seguida, inoculado com os clones a 
serem avaliados. Cada placa permitiu a triagem de 96 clones, sendo que os resultados 
foram obtidos através da observação da formação de halos de hidrólise da tributirina 
após incubação em BOD a 37 ºC, durante 4 a 7 dias. 
 
3.2.2 Triagem de alto desempenho para detecção de atividade de lipases 
 Os ensaios para determinação da atividade de lipase dos clones foram 
realizados em placas contendo meio de cultivo LB ágar Trioleína, conforme ensaio 
proposto por Kouker & Jaeger (1987). O preparo deste meio é idêntico ao preparo do 
LB ágar Tributirina (item 3.2.1), exceto pela substituição da tributirina pela trioleína na 
mesma concentração. A trioleína é um triglicerídeo de cadeia longa (C57H104O6) 
composto de ácido oleico (uma fração do óleo de oliva) e amplamente utilizada para a 
detecção de lipases. 
 Após esterilização, o meio de cultivo foi acrescido de 12,5 µg/mL de 
cloranfenicol, distribuído em placa de Petri e em seguida inoculado com os clones a 
serem avaliados. Foram inoculados apenas os clones positivos no teste para esterases 
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em LB ágar Tributirina e, em caso de formação de halo de hidrólise de trioleína 
(incubação em B.O.D. a 37 ºC durante 4 a 7 dias), os clones foram considerados 
positivos para atividade de lipase. As lipases são capazes de hidrolisar tanto ácidos 
graxos de cadeia curta como os de cadeia longa e, por essa razão, dentre os clones 
positivos em ágar tributirina pode haver algum com potencial de degradação de ácidos 
graxos de cadeia longa. 
 
3.2.3 Triagem de alto desempenho para detecção de atividade de proteases 
3.2.3.1 Triagem de proteases com meio de cultivo Skim Milk 
 Os ensaios para verificação de atividade de proteases dos clones fosmidiais 
foram inicialmente realizados em placas de LB ágar acrescido de 1% de meio de cultivo 
Skim Milk (Difco), segundo protocolo proposto por Rossi et al. (2007), com 
modificações. O meio de cultivo Skim Milk foi preparado a 1% e autoclavado por 6 
minutos para evitar caramelização, enquanto o meio LB ágar foi preparado como o 
protocolo tradicional. Após esterilização, os meios foram combinados, acrescidos de 
12,5 µg/mL de cloranfenicol, distribuídos em placas de Petri e inoculados com os clones 
a serem avaliados. Cada placa permitiu a triagem de 96 clones, sendo que os 
resultados foram obtidos através da observação da formação ou não de halos de 
hidrólise do Skim Milk após incubação das placas em B.O.D a 37 ºC, durante 2 a 3 dias. 
 
3.2.3.2 Triagem de proteases com sonda fluorimétrica 
 Os ensaios para detecção de atividade de proteases utilizando placas de Petri 
contendo LB ágar com 1% Skim Milk não forneceram resultados positivos e, por esta 
razão, uma outra abordagem foi utilizada para a detecção dessas hidrolases. O 
protocolo utilizado foi desenvolvido e otimizado pela equipe do Prof. Dr. Luiz Juliano 
Neto e é baseado na utilização de sondas fluorimétricas e sistema FRET (Fluorescence 
Resonance Energy Transfer) (FIGURA 1). 
 Para a realização deste protocolo, desenvolvido por Oliveira et al. (2012), 
microplacas de 96 poços contendo 160 µL de meio LB líquido e 12,5 µg/mL de 
cloranfenicol por poço foram inoculadas com 1 µL de cultura de clone (1 clone para 
cada poço) e, em seguida, as placas foram dispostas em incubadora shaker a 37 ºC 
com agitação de 180 rpm por 24 horas. Após incubação, as placas foram centrifugadas 
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a 4 ºC por 10 minutos e 3.000 rpm para precipitar as células e o sobrenadante foi 
recolhido. Para o preparo do ensaio, feito em triplicata e nos pHs 4,0, 7,0 e 10,0, foram 
adicionados 50 µL do sobrenadante e 160 µL de substrato (50 mM Tris–HCl pH 7,0; 5 
µM de FRET peptídeo AbzGXXXXXQ-EDDnp) em microplaca preta opaca, esta foi 
agitada e disposta em espectrofluorímetro (Hitachi F-2500 - EVISA) para leitura. A 
reação foi monitorada durante 2 horas (comprimento de ondas: excitação 320 nm, 
emissão 420 nm).  
 
 
 
 
Figura 1. Representação esquemática da ligação do substrato Abz – GXXZXX – EDDnp ao sítio 
ativo de uma protease. Abz (ortho – aminobenzoic acid) – doador de fluorescência; Q-EDDnp 
(glutamine – [N – (2,4 dinitrophenyl) – ethilenediamine]) – aceptor de fluorescência; X (posição 
S1) – resíduos de aminoácidos incorporados aleatoriamente. Adaptado de Schechter & Berger 
(1967). 
 
 Os ensaios para detecção da atividade de protease dos clones foram realizados 
em colaboração com a Profa. Dra. Suzan Pantaroto de Vasconcellos e Prof. Dr. Luiz 
Juliano Neto, no Laboratório de Biofísica da Universidade Federal de São Paulo. 
 
3.2.4 Ensaios com sondas com os hits positivos no teste com LB ágar Tributirina  
 Os clones submetidos aos ensaios para a determinação da atividade de 
esterase e lipase em placas de Petri que formaram halo de degradação (hits positivos), 
foram avaliados em ensaios com sondas fluorogênicas para confirmação da atividade 
enzimática, realizados no Laboratório de Química Orgânica do Instituto de Química da 
UNICAMP, sob supervisão da Profa. Dra. Anita Marsaioli. 
 O preparo das amostras para este teste consistiu na reativação dos clones 
positivos através de repique em 1,0 mL de meio LB líquido com 12,5 µg/mL de 
cloranfenicol e incubação por 16 horas a 37 ºC. Após incubação, as células foram 
recolhidas através de centrifugação a 10.000 rpm por 5 minutos e 4 ºC. Foram feitos 2 
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repiques de cada amostra, e os testes foram divididos em: 1) teste com o sobrenadante, 
2) teste com células diluídas em tampão, e 3) teste com células em crescimento. Após 
centrifugação, o sobrenadante foi recolhido em novos tubos (para o teste 1), o pellet foi 
suspenso em 4,0 mL de tampão borato pH 7,4 (em 25 mL de H3BO3 0,2 M foi 
adicionado bórax 0,05 M até a solução atingir pH 7,4 e, em seguida, esta foi diluída para 
volume final de 100 mL) (para o teste 2). Para o teste 3, os clones cultivados por 16 
horas originaram culturas iniciadoras, das quais foi transeferida uma alíquota de 1 µL 
para 1,0 mL de meio LB líquido com 12,5 µg/mL de cloranfenicol. Esses novos tubos 
foram incubados por 2 horas a 37 ºC e 180 rpm e, posteriormente, deixadas em 
bancada à temperatura ambiente por mais 2 horas. Ao término desse período, as 
culturas foram adicionadas de 1,0 mL de tampão borato, para volume final de solução 
de 2 mL. Os testes foram realizados utilizando 3 diferentes sondas: ES1 e ES2 para 
esterases e LIP para lipases. A concentração final das sondas para utilização nos testes 
foi de 2 mM (200 µL de sonda 20 mM diluída em 800 µL de acetonitrila – água e 1000 
µL de água ultrapura).  
 O preparo das amostras para os testes, que foram realizados todos em triplicata, 
foi feito da seguinte forma: 
 Para cada reação foram adicionados 10 µL de NaIO4 (20 mM), 80 µL de tampão 
borato pH 7,4 com BSA (5 mg/mL), 10 µL de sonda (ES1, ES2 ou LIP – 2 mM) e 100 µL 
de sobrenadante (teste 1) ou de células diluídas em tampão (teste 2) ou de células em 
crescimento (teste 3). Como controles, foram utilizados: Controle microbiano [10 µL de 
NaIO4 (20 mM), 90 µL de tampão com BSA (5 mg/mL) e 100 µL de sobrenadante ou 
células diluídas ou células em crescimento – respectivamente para cada teste - sem 
adição de sondas]; controle positivo [10 µL de NaIO4 (20 mM), 80 µL de tampão com 
BSA (5 mg/mL), 10 µL de produto – PEP1 (diol resultante da hidrólise dos grupos 
ésteres) em concentração de 2 mM e 100 µL de sobrenadante ou células diluídas ou 
células em crescimento (sobrenadante e células referentes às culturas dos clones 
reativados) respectivamente para cada teste]; controle negativo [10 µL de NaIO4 (20 
mM), 180 µL de tampão com BSA (5 mg/mL) e 10 µL de sonda – ES1, ES2 e LIP – 
respectivamente para cada teste]. 
 Após o preparo de todas as amostras para os testes, as placas foram colocadas 
a 37 ºC, com leituras nos tempos zero, 12, 24, 48 e 72 horas, em fluorímetro de placas 
e comprimento de ondas de 390 nm de excitação e 460 nm de emissão. 
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3.2.5 Isolamento de DNA Fosmidial dos hits positivos para atividade de esterase e 
protease e análise das sequências 
 Um total de 3 clones com os melhores resultados obtidos nas triagens de alto 
desempenho (2 clones com atividade de esterase e 1 clone com atividade de protease) 
foi submetido à extração do DNA fosmidial para posterior sequenciamento. A extração 
foi realizada utilizando-se o QIAGEN® Large–Construct Kit, seguindo orientação do 
fabricante com algumas adaptações. As amostras foram encaminhadas para 
sequenciamento por tecnologia Ion TorrentTM Personal Genome Machine (PGM) 
System, como serviço terceirizado (empresa Helixxa). As sequências obtidas dos 3 
clones foram submetidas à montagem de contigs (CBMEG – UNICAMP) e as análises e 
anotações dos contigs foram realizadas utilizando os programas RAST (Rapid 
Annotation Using Subsystem Technology - rast.nmpdr.org) e BLAST (Basic Local 
Aligment Search Tool - blast.ncbi.nlm.nih.gov). 
 
3.2.6 Proteínas: Desenho de primers, amplificação dos genes de interesse, 
subclonagem em vetor de expressão e testes de expressão 
 As sequências dos 3 clones foram analisadas in silico e as anotações revelaram 
que estes continham genes com funções diferentes das que estávamos procurando 
com as triagens de alto desempenho. No entanto, por serem genes de enzimas de 
interesse industrial, não descartamos os resultados e demos continuidade aos 
experimentos. As enzimas encontradas foram alanina desidrogenase (ADH), 
monoxigenase/provável epóxido-hidrolase (Fos3) e 5 – enolpiruvilchiquimato – 3 – 
fosfato sintase (EPSPS). 
 
3.2.6.1 Desenho de Primers 
 Pares de primers foram desenhados para a amplificação total dos 3 diferentes 
genes. Durante o desenho de primers, constatou-se que a 5 – enolpiruvilchiquimato – 3 
– fosfato sintase é uma proteína de membrana, e, por esse motivo, foram desenhados 2 
primers reverse: um levando em consideração a sequência da membrana (EPSPS – R) 
e um sem a sequência da membrana (EPSPS- SM) (TABELA 1). 
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Tabela 1: Sequências dos primers desenhados para amplificação da ADH, Fos3 e EPSP. 
 
Enzima Nome do primer Sequência do primer (sentido 5’ → 3’) 
Alanina Desidrogenase ADH F TGCCATATGATCCTCAAGGTCAAGGAGCC 
Alanina Desidrogenase ADH R ATACTCGAGTGATCAAACGCCGGCCAG 
Monoxigenase / provável 
epóxido hidrolase FOS 3 F AACATATGCTGCTGCTGCACGGCTTCC 
Monoxigenase / provável 
epóxido hidrolase FOS 3 R ATAAAGCTTTGATCAACGCCTCCGGCG 
5 – Enolpiruvilchiquimato – 3 - 
fosfato sintase EPSPS F AACATATGGCGGGCGCCGTCGAG 
5 – Enolpiruvilchiquimato – 3 - 
fosfato sintase EPSPS R ATAAAGCTTTGATCACAGGGTCCCGAGGAAC 
5 – Enolpiruvilchiquimato – 3 - 
fosfato sintase EPSPS SM TTAAAGCTTTGAGCGATGGTCCCCATGC 
 
3.2.6.2 Amplificação dos genes de interesse 
 Reações em cadeia da polimerase (PCRs) foram conduzidas a fim de testar a 
eficiência dos primers e amplificar os genes de interesse. O DNA dos clones foi extraído 
por lise alcalina (descrito no item 2.2.5 do capítulo 2) e as reações foram otimizadas e 
preparadas em volume final de 25 µL, contendo 200 ng de DNA, 2,5 µL de tampão 10X 
(InvitrogenTM), 1,5 mM de MgCl2, 0,8 mM de dNTP, 0,4 pmol de cada primer Forward e 
Reverse (ADH F / R, Fos 3 F / R, EPSPS F / R e EPSPS F / SM) e 0,08 U de Taq DNA 
Polimerase (InvitrogenTM). O protocolo de amplificação dos genes constituiu de 1 ciclo 
inicial de 3 minutos a 94 ºC (desnaturação), seguido de 29 ciclos de 1 minuto a 94 ºC 
(desnaturação), 1 minuto a 65 ºC (anelamento) e 1,5 minutos a 72 ºC (extensão), e um 
ciclo final de 3 minutos a 72 ºC. Para essas reações, o tamanho do produto de PCR 
esperado foi de 915 pb para o gene da alanina desidrogenase, 1095 pb para o gene de 
5 – enolpiruvilchiquimato – 3 fosfato sintase com membrana e 711 pb sem membrana, e 
981 pb para o gene da monoxigenase / possível epóxido-hidrolase.  
 
3.2.6.3 Purificação dos produtos de PCR 
 Após a amplificação dos genes de interesse, as PCRs foram repetidas, desta 
vez com 8 replicatas para aumentar o volume de produto de PCR disponível para a 
próxima etapa. Para cada gene, foram combinados os volumes de 4 reações (25 µL 
cada), totalizando 100 µL de produto de PCR de cada gene amplificado. A purificação 
dos produtos de PCR foi realizada como o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-up 
System (Promega Corporation, Madison - USA), seguindo as orientações do fabricante. 
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Ao final, a PCR purificada foi recuperada em 50 µL de água ultrapura e armazenada a -
20 ºC.  
 
3.2.6.4 Digestão do vetor e do DNA purificado com enzimas de restrição 
 Quando os primers foram desenhados, foram levados em consideração os sítios 
de clonagem do vetor escolhido – pET28a (Novagen®) e as sequências das enzimas de 
restrição que, nesta etapa, seriam utilizadas para digestão do DNA. Para ADH, as 
enzimas de restrição foram NdeI (primer forward) e XhoI (primer reverse), e para Fos 3 
as enzimas foram NdeI (primer forward) e HindIII (primer reverse). Todas as enzimas 
utilizadas são da fabricante Fermentas Life Sciences (Thermo Scientific - Waltham, MA 
– E.U.A). O DNA purificado e o vetor de expressão (pET28a) foram submetidos à 
reação de digestão por essas enzimas, para posterior ligação do inserto no vetor. A 
reação de digestão do vetor foi realizada para cada par de enzima de restrição 
separadamente e consistiu de 1,0 µg de vetor, 0,05 U/µL de cada enzima (NdeI e XhoI 
para ADH/ NdeI e HindIII para Fos 3), 5 µL de tampão 10X (InvitrogenTM) e 25 µL de 
água ultrapura. A reação de digestão de cada inserto consistiu de 1,0 µg de inserto, 
0,05 U/µL de cada enzima (NdeI e XhoI para ADH/ NdeI e HindIII para Fos 3), 5 µL de 
tampão 10X (InvitrogenTM) e 20 µL de água ultrapura. As reações foram incubadas a 37 
ºC por 1 hora e, após esse período, foi adicionado mais 1,0 µL de cada enzima. As 
reações foram incubadas por mais 1 hora a 37 ºC e, após as 2 incubações, as reações 
passaram por nova purificação, assim como descrito no item 3.2.6.3, e os insertos e 
vetores digeridos foram recuperados em 20 µL de água ultrapura. 
 
3.2.6.5 Reação de ligação do inserto com o vetor 
 Após a purificação dos fragmentos dos insertos e vetores resultantes da 
digestão, foram realizadas as reações de ligação. Para estas (ADH + pET28a / Fos3 + 
pET28a), foram utilizados 4 µL de tampão 10X (InvitrogenTM), 300 ng de inserto (ADH 
ou Fos3), 100 ng do vetor pET28a e 1 U de T4 DNA Ligase (100 U – InvitrogenTM), em  
volume final de 20 µL. As reações de ligação foram incubadas overnight a 16 ºC. O 
vetor pET28a foi escolhido por conter cauda de histidina, o que facilita na recuperação 
da proteína na etapa de purificação. 
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3.2.6.6 Transformação de células DH10BTM e plaqueamento 
 Ao término da reação de ligação, os vetores com seus insertos foram utilizados 
na transformação de células de E. Coli DH10BTMCompetent Cells (InvitrogenTM) por 
eletroporação, utilizando eletroporador E. Coli Pulser® (Bio-Rad). Para esta etapa, 1 µL 
da reação foi adicionado a 40 µLde células de DH10B que foram transferidas para 
cuvetas de 0,2 cm. As células foram eletroporadas com voltagem de 2,5 Kv e, logo após 
a passagem da corrente,  foram adicionados 950 µL de meio LB líquido. As células 
foram homogeneizadas com o meio LB, e incubadas a 37 ºC por 1 hora. Após 
incubação, as transformações foram centrifugadas por 1 minuto a 12.000 rpm e 20 ºC, 
500 µL do sobrenadante foram descartados, o volume remanescente foi utilizado para 
suspender as células e, a partir deste, 100 µL foram plaqueados em placas de Petri 
contendo meio LB ágar com canamicina (30 µg/mL). As placas foram incubadas em 
estufa a 37 ºC overnight.  
 
3.2.6.7 PCR de colônia – Primers T7 promoter e T7 terminator 
 A análise dos clones recombinantes selecionados pelo plaqueamento em meio 
seletivo foi feita por PCR de colônia, utilizando os oligonucleotídeos T7. Para esta 
etapa, 18 colônias resultantes da transformação de cada gene foram inoculadas em 
tubos de 0,2 mL contendo 15 µL de meio LB líquido. Após inoculação, uma alíquota de 
2,0 µL de cada suspensão de células foi utilizada para a reação de PCR, que foi 
preparada em volume final de 25 µL, contendo 2,0 µL de meio LB com células, 2,5 µL 
de tampão 10X (InvitrogenTM), 2,5 mM de MgCl2 (InvitrogenTM), 5,0 pmol de cada primer 
(T7 Promoter: 5’TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 3’ e T7 Terminator: 5’GCT AGT TAT 
TGC TCA GCG G 3’), 10 mM de dNTP (InvitrogenTM) e 1,25 U de Taq DNA Polimerase 
(InvitrogenTM). O protocolo de amplificação dos genes com o primer T7 consistiu de 1 
ciclo inicial de 3 minutos a 94 ºC (desnaturação), seguido de 29 ciclos de 1 minuto a 94 
ºC (desnaturação), 1 minuto a 55 ºC (anelamento) e 1,5 minutos a 72 ºC (extensão), 
com um ciclo final de 3 minutos a 72 ºC. 
 Ao término das PCRs, foi feito um gel de agarose 1% em tampão TAE 0,5X para 
visualização dos produtos de PCR e, para cada gene, foram escolhidos 2 clones que 
amplificaram para preservação. Para esta etapa, o volume restante da diluição utilizada 
para as PCRs (13 µL) foi transferido para tubos de 15 mL contendo 3 mL de meio LB 
líquido. Foram acrescentados 30 µg/mL de canamicina e os tubos foram incubados em 
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overnight a 37 ºC e 180 rpm. Após incubação, 910 µL de inóculo foram adicionados de 
90 µL de glicerol 100% e armazenados em freezer a – 80 ºC.  
 
3.2.6.8 Preparo e purificação do inóculo para transformação em células de expressão 
 Os clones obtidos na etapa anterior foram reativados para purificação dos 
plasmídios. Para esta etapa, 1 clone de cada gene foi reativado adicionando 5 µL da 
cultura em estoque em 3 mL de meio LB líquido com 30 µg/mL de canamicina. Os tubos 
contendo o inóculo foram incubados overnight a 37 ºC e 180 rpm.  
 A purificação dos plasmídeos foi realizada com o kit InvisorbSpin Plasmid Mini 
Two (STRATEC Molecular GmbH – Berlim – Alemanha), seguindo as orientações do 
fabricante. Após a purificação, o DNA plasmidial foi recuperado em 20 µL de água 
ultrapura. 
 
3.2.6.9 Transformação de células C43 (DE3) e RosettaTM e plaqueamento 
 Após purificação dos plasmídeos, estes foram utilizados na transformação de 
células competentes de E. coli C43 (DE3) (Lucigen Corp.) e RosettaTMCompetent 
Cells (Novagen) por eletroporação, assim como descrito no item 3.2.6.6. Cada gene 
foi clonado nas duas células competentes, as quais foram plaqueadas em placas de 
Petri contendo meio LB ágar. Para o plaqueamento da C43, foi utilizado meio LB ágar 
com 30 µg/ mL de canamicina e para plaqueamento da RosettaTM foi utilizado meio LB 
ágar contendo 30 µg/ mL de canamicina e 34 µg/ mL de cloranfenicol. As 4 placas (ADH 
em C43, ADH em RosettaTM, Fos em C43 e Fos em RosettaTM) foram incubadas em 
estufa a 37 ºC overnight. 
 Para a expressão das proteínas de interesse foi escolhido o vetor pET28a, o 
qual está sob controle do sistema T7. A expressão do DNA ocorre somente na presença 
da enzima T7 RNA Polimerase e esta é altamente específica e seletiva, transcrevendo 
os genes cuja expressão depende dos promotores T7 (Chamberlin et al., 1970). As 
cepas de bactérias E. coli C43 (DE3) e RosettaTM possuem integrado ao seu genoma, o 
profago do bacteriófago T7, cuja expressão da T7 RNA polimerase está sob o controle 
do promotor lacUV5 do operon lac I. O promotor é mantido reprimido na presença de 
glicose e na ausência de seu indutor natural, a 1,6 aldolactose, um derivado da 
galactose (Studier et al., 1990). O produto do gene lac I representa o repressor que, 
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quando ligado ao operador O (presente no profago do T7), impede a expressão da T7 
RNA polimerase, não ocorrendo a transcrição do DNA-alvo. Porém, na presença de 
IPTG (isopropil-β-D-1-tiogalactopiranosídeo), que é um análogo do indutor natural (a 
1,6-aldolactose), o repressor se desliga do operador liberando a expressão da T7 RNA 
polimerase do bacteriófago T7. Esta, por sua vez, atua na transcrição do DNA-alvo 
clonado no vetor do sistema pET, produzindo em seguida grandes quantidades da 
proteína de interesse (Gomes, 2011). 
 
3.2.6.10 Seleção dos clones positivos e preservação 
 Ao término da incubação, 2 colônias de cada placa foram selecionadas e cada 
uma foi inoculada em 3 mL de meio LB líquido contendo 30 µg/ mL de canamicina (C43) 
ou LB líquido contendo 30 µg/ mL de canamicina e 34 µg/ mL de cloranfenicol 
(RosettaTM). Os inóculos foram incubados a 37 ºC e 200 rpm overnight. Após incubação, 
910 µL de inóculo foram adicionados de 90 µL de glicerol 100% e armazenados em 
ultra-freezer a – 80 ºC.  
 
3.2.6.11 Preparo do inóculo para teste de expressão de proteína 
 Para realizar o teste de expressão das proteínas pelas células competentes, 1 
clone em RosettaTM de cada gene foi reativado adicionando 5 µL da cultura em estoque 
em 3 mL de meio LB líquido com 30 µg/mL de canamicina e  34 µg/mL de cloranfenicol. 
Foram feitos 4 inóculos de cada gene. Os tubos contendo o inóculo foram incubados 
overnight a 37 ºC e 200 rpm. Após incubação, 6 mL de cada inóculo foram transferidos 
para frasco Erlenmeyer contendo 1 L de meio LB líquido com 30 µg/mL de canamicina, 
34 µg/mL de cloranfenicol e 0,2% de glicose. Foram preparados 2 frascos Erlenmeyer 
para cada um dos genes, para testes diferentes de indução de expressão. Os 4 frascos 
Erlenmeyer contendo os clones foram incubados por aproximadamente 4 horas a 37 ºC 
e 300 rpm, até a D.O. alcançar entre 0,9 e 1,0 (600 nm) e, em seguida, foi adicionado 
0,5 mM de IPTG (Isopropil β –D – thiogalactopyranosyde) para indução da expressão 
das proteínas. Como foram preparados 2 inóculos de cada gene, eles foram separados 
da seguinte forma para o teste: 1 inóculo de cada gene foi incubado a 37ºC e 300 rpm 
por 4 horas e o outro foi incubado a 25ºC e 200 rpm overnight. Após incubação, o 
volume total dos inóculos foi centrifugado em frascos de 250 mL em centrífuga Sorvall 
RC5C (DuPont – Wilmington – E.U.A) por 30 minutos a 6.000 rpm. 
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3.2.6.12 Purificação da proteína em FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) 
 A purificação da proteína ADH foi realizada com as células centrifugadas na 
etapa anterior (das induções de 4 horas e overnight). As células foram suspensas em 50 
mL de tampão (50 mM de HEPES – N – [2 – hidroxietil] piperazina – N’- [2 – 
etanosulfonato] - e 200 mM de NaCl – pH 8,0) e adicionadas de 50 µL de β - 
mercaptoetanol, 500 µL de PMFS (Fenilmetilsulfonil Fluoreto) com 0,1% de Tween 20 e 
500 µL de lisozima (100 mg/mL). Os tubos foram agitados delicadamente em gelo, em 
mesa agitadora, durante 30 minutos e, em seguida, o volume foi transferido para frascos 
dispostos em gelo. As células foram sonicadas por 6 vezes em duty cicle de 65%, 
output control 7, por 50 segundos. Entre uma sonicação e outra, o intervalo foi de 
aproximadamente 3 minutos e durante todo o tempo as células foram mantidas em gelo. 
Ao término das sonicações, o volume total foi centrifugado a 16.000 rpm por 40 minutos 
e então a fração solúvel foi filtrada com filtro de 45 µm. A fração insolúvel (o pellet, após 
a centrifugação) foi armazenada a -20 ºC. A fração solúvel filtrada foi utilizada para 
purificação da proteína em FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) Äkta Purifier 10 
(GE Healthcare Life Sciences). Os gráficos foram visualizados e as frações recolhidas 
em frascos separadamente para cada etapa do gradiente de concentração de Imidazol. 
 
3.2.6.13 Purificação da proteína por cromatografia de afinidade em coluna de Níquel 
(Ni+)  
 A purificação da proteína Fos foi realizada com as células centrifugadas na 
etapa anterior (das induções de 4 horas e overnight). As etapas iniciais foram idênticas 
àquelas descritas para a purificação em FPLC, com exceção ao tampão utilizado (50 
mM de Tris e 500 mM de NaCl – pH 8,5), ao número de sonicações (as células foram 
sonicadas por 9 vezes) e à centrifugação (foram realizadas 2 centrifugações de 30 
minutos a 16.000 rpm). A purificação desta proteína foi realizada por cromatografia de 
afinidade em coluna com resina de Ni+ e, para esta etapa, primeiramente foi passado o 
volume total do extrato da proteína (50 mL) com a recuperação do flow-through. Após 
completa passagem do extrato proteico, a coluna foi lavada com tampão adicionado de 
diferentes concentrações de imidazol, um de cada vez: 10 mL de tampão com 20 mM 
de Imidazol, 10 mL de tampão com 50 mM de Imidazol, 5 mL de tampão com 75 mM de 
Imidazol, 3 mL de tampão com 100 mM de Imidazol, 3 mL de tampão com 200 mM de 
 93
Imidazol e finalmente 3 mL de tampão com 500 mM de Imidazol. As frações foram 
recolhidas em frascos separadamente para cada etapa do gradiente de concentração 
de Imidazol. 
 
3.2.6.14 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS – PAGE - Polyacrylamide gel 
Eletrophoresis) 
 Após a purificação, foi feito um gel de SDS-PAGE 12% para visualização da 
banda de proteína e comparação com o tamanho esperado. O gel é composto de 1 gel 
de separação (Resolving gel) e 1 gel de concentração (Stacking gel). Para o preparo do 
gel de separação em volume final de 7 mL, foram adicionados 2,31 mL de água 
destilada, 1,75 mL de Tris-HCl 1,5 M pH 8,0, 2,8 mL de acrilamida 30%, 70 µL de SDS 
(dodecil sulfato de sódio) 10%, 70 µL de APS (perssulfato de amônio) 10% e 5,6 µL de 
TEMED (tetrametiletilenodiamina). Para o preparo do gel de concentração em volume 
final de 2,5 mL foram adicionados 1,7 mL de água destilada, 315 µL de Tris-HCl 1 M pH 
6,8, 450µL de acrilamida 30%, 25 µL de SDS 10%, 25 µL de APS 10% e 2,5 µL de 
TEMED. Foram adicionados 15 µL de marcador Precision Plus ProteinTM Standards 
(Bio-Rad) e 20 µL de cada amostra acrescidos de tampão de amostra redutor 
concentrado 2X (62 mM de Tris-HCl pH 6,8, 2% de SDS, 40% de glicerol, 0,2% de azul 
de bromofenol e 200 mM de  β - Mercaptoetanol), previamente desnaturados por fervura 
por 5 minutos. Após a eletroforese, o gel foi corado em solução coomassie blue (2,5 g/L 
coomassie blue, 45% metanol, 10% ácido acético glacial) por 15 minutos, depois 
descorado com solução descorante (45% metanol, 10% ácido acético glacial) por 30 
minutos, para subsequente visualização das bandas proteicas (Green & Sambrook, 
2012). 
 
3.2.6.15 Western Blotting 
 Para a confirmação do resultado observado no gel de SDS-PAGE, foi feito um 
Western Blotting. Para isso, um novo gel de SDS-PAGE 12% foi feito, conforme descrito 
no item 3.2.6.14, para a separação das bandas de proteínas. Foram utilizados 8 µL de 
marcador Prestained Protein Marker Broad Range (New England BioLabs®), e ao final 
da eletroforese o gel não passou pela etapa de coloração. O gel a ser transferido, 4 
folhas de papel Extra Thick Blot Paper (Bio-Rad) e a membrana de nitrocelulose foram 
incubados separadamente em tampão de transferência (25 mM de Tris-HCl, 192 mM de 
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Glicina, 0.1% de SDS, 20% de metanol) por 30 minutos em mesa agitadora. Após 
incubação, as proteínas foram transferidas para a membrana utilizando Trans-Blot® SD 
Eletrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad Laboratories, Inc. California – E.U.A) 25 V por 30 
minutos e, depois que a transferência foi concluída, a membrana foi bloqueada 
utilizando 50 mL de TTBS 1X (8 g/L NaCl, 0,2 g/L KCl, 3 g/L de Tris-HCl, 0,1% Tween 
20) pH 7,5, adicionado de 5% de leite em pó desnatado (Molico). A membrana foi 
incubada nessa solução por 1 hora em temperatura ambiente seguido de incubação sob 
refrigeração por 15 horas. O bloqueio da membrana é realizado para prevenir a ligação 
não específica de anticorpos, através da saturação dos locais onde não há proteína 
ligada à membrana. Ao término do bloqueio, a membrana foi lavada por 3 vezes de 5 
minutos com tampão TTBS 1X em mesa agitadora e incubada com o anticorpo primário 
HIS-Probe (G-18) diluído 1:8000 por 2 horas em mesa agitadora à temperatura 
ambiente. Após incubação, a membrana foi lavada por 3 vezes de 5 minutos com 
tampão TTBS 1X e, em seguida, incubada com o anticorpo secundário IgG de cabra 
anti-coelho com fosfatase alcalina por 2 horas em mesa agitadora à temperatura 
ambiente. A seguir, a membrana foi lavada novamente por 3 vezes de 5 minutos em 
tampão TTBS 1X e incubada com o tampão de revelação (100 mM de Tris-HCl, 100 mM 
de NaCl, 5 mM de MgCl2) por 20 minutos. O tampão foi descartado e então foram 
adicionados à membrana 25 mL de tampão de revelação contendo 70 µL dos substratos 
cromogênicos NBT – BCIP (nitro – blue – tetrazolium chloride + 5 – bromo – 4 – chloro – 
3 – indolyl - phosphate p – toluidine salt - Promega), seguido de incubação por 3 
minutos. Após esse período, quando há proteína, é possível visualizar as bandas na 
membrana devido à ligação do anticorpo com a cauda de histidina. 
 
3.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
3.3.1 Triagem de alto desempenho para detecção de atividades de esterases, 
lipases e proteases 
3.3.1.1 Esterases e lipases 
 Dos 12.960 clones, 4.800 foram submetidos ao ensaio em LB ágar Tributirina e 
17 clones formaram halo de hidrólise (FIGURA 2). 
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Figura 2. Placa de Petri contendo LB ágar Tributirina inoculado com 96 clones. No destaque da 
figura está um clone com halo de hidrólise de tributirina, característico de atividade de enzima 
lipolítica. 
 
 O ensaio com LB ágar Tributirina foi repetido para confirmação dos resultados e 
os 17 hits positivos foram submetidos ao teste em LB ágar Trioleína para verificar se 
algum dos clones positivos seria potencialmente produtor de lipase, porém após o 
período de incubação, nenhum dos clones hidrolisou a trioleína. Dois clones foram 
selecionados para sequenciamento do DNA fosmidial para identificação dos possíveis 
genes responsáveis pela atividade nesse ensaio: Placa 13 – clone F10 e Placa 33 – 
clone A09  
 Nos ensaios utilizando as sondas ES1, ES2 e LIP com os 17 hits positivos no LB 
ágar Tributirina não foi detectada atividade enzimática. 
 
3.3.1.2 Proteases 
A triagem para detecção de atividade de proteases através do ensaio em meio 
de cultivo com 1% de Skim Milk não resultou em hits positivos, mesmo após repetição 
do teste. Como era esperado encontrar grande atividade destas enzimas, foi 
empregada uma nova metodologia para avaliação da atividade de proteases nos clones 
fosmidias, desta vez através da utilização de sondas fluorimétricas e sistema FRET. 
 Um total de 5.184 clones foi testado e, destes, 182 apresentaram atividade 
proteolítica na leitura do fluorímetro de placas, sendo que intensidades de fluorescência 
acima de 100 (cut off 99) foram consideradas positivas. Dentre os clones ativos, foram 
obtidos 60 hits positivos em pH 4,0, 55 hits positivos em pH 7,0 e 67 hits positivos em 
pH 9,0. Inicialmente, foi escolhido um clone com atividade em pH 7,0 para 
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sequenciamento completo do fosmídio para posterior montagem do contig, anotação, 
análise dos dados e posteriores testes de expressão heteróloga (Placa 03 – clone C09).  
 De acordo com Rondon et al. (2000), um grande número de estudos 
metagenômicos funcionais focados na detecção de proteases através do uso de LB 
ágar contendo Skim Milk não obtêm sucesso. Dois problemas são frequentemente 
relatados, um envolvendo resultados falsos-positivos e outro envolvendo falsos-
negativos. No caso dos falsos-positivos, existem relatos onde proteases putativas 
oriundas de clones metagenômicos formaram halos de hidrólise porém, estudos 
posteriores esclareceram que na verdade a formação do halo foi resultado da atividade 
de hidrolases glicosídicas e não de atividade proteolítica. Hidrolases glicosídicas 
expressas podem produzir ácido e formar halo, resultando em falsos-positivos. Por outro 
lado, ensaios com LB ágar contendo Skim Milk selecionam apenas proteases 
degradadoras de caseína presentes no leite (Oliveira et al., 2012), o que torna esse 
ensaio limitado. Clones com atividades proteolíticas diferentes da hidrólise da caseína 
não formam halo, consequentemente resultando em falsos-negativos. Nesse sentido, os 
testes com sondas são mais sensíveis e específicos, detectando atividade de qualquer 
endopeptidase expressa pelos organismos teste. Conforme ilustrado na Figura 1, o 
substrato se liga ao sítio ativo da enzima na posição S1 e, por esse motivo, o “X” 
localizado nessa posição - constituído de uma biblioteca de todos os aminoácidos, em 
mistura equimolar - assegura que qualquer atividade proteolítica seja detectada (Oliveira 
et al., 2012). 
 
3.3.2 Sequenciamento dos fosmídios com atividade de esterase e protease, 
anotação e testes de expressão 
3.3.2.1 Análise das sequências 
 Após a primeira etapa das triagens de alto desempenho, foram selecionados 3 
clones para sequenciamento por Ion Torrent, sendo 2 clones com atividade para 
esterase e 1 clone com atividade de protease. A partir das sequências obtidas, foi feita 
a montagem dos contigs com o auxílio do Dr. Renato Vicentini, bioinformata do Centro 
de Biologia Molecular e Engenharia Genética – CBMEG – UNICAMP). Os contigs foram 
submetidos à anotação pelo RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology - 
http://rast.nmpdr.org/) e análises no BLASTx (Basic Local Alignment Search Tool - 
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), e então foi feita a busca pelas hidrolases de 
interesse.  
 O  clone com o melhor resultado nas primeiras triagens para proteases (Placa 03 
– C09) foi analisado no RAST e apresentou tamanho de 32.688 pb, com 6 contigs e 51 
sequências codificadoras. As funções codificadas pelas sequências englobavam, dentre 
outras, resistência ao cloranfenicol, iniciadora de transcrição e funções energéticas. 
Também foram encontradas muitas proteínas hipotéticas. Duas proteínas se 
destacaram, a Alanina Desidrogenase (E.C. 1.4.1.1) e a 5 – Enolpiruvilchiquimato – 3 
fostato sintase (E.C. 2.5.1.19). A Alanina Desidrogenase é uma oxidorredutase, que 
catalisa a deaminação oxidativa reversível da L-alanina a piruvato. Também está 
envolvida na produção enantioseletiva de aminoácidos opticamente ativos e 
proporciona uma ligação entre as vias metabólicas de carboidratos e aminoácidos (Laue 
& Cook, 2000). A 5 – Enolpiruvilchiquimato– 3 fostato sintase é uma transferase capaz 
de conferir às plantas resistência a herbicidas à base de glifosato (Roso & Vidal, 2010). 
Mesmo não sendo as hidrolases esperadas pelo teste funcional, por apresentarem 
funções importantes, essas enzimas não foram descartadas. As análises no RAST 
mostraram que as enzimas estavam íntegras (FIGURA 3) e, após a análise no Blastx 
indicar a existência de sítio ativo, as proteínas foram selecionadas para clonagem e 
teste de expressão.  
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Figura 3. Comparação da posição no cromossomo dos genes (A) Alanina Desidrogenase e (B)  
5 – Enolpiruvilshikimate – 3 fostato sintase, encontrados no fosmídeo C09, entre quatro 
organismos similares. Os genes-alvo estão em vermelho e numerados com 1. 
 
 Dois clones com destaque nas triagens para esterase com LB ágar tributirina 
(Placa 13 – F10 e Placa 33 – A09) foram analisados no RAST.  
 O clone F10 apresentou tamanho de 36.097 pb, com 6 contigs e 49 sequências 
codificadoras. Destas sequências codificadoras, as funções englobavam, dentre outras, 
regulação de transcrição, funções energéticas e muitas proteínas hipotéticas. Nenhuma 
esterase foi encontrada, porém foi encontrado o gene que codifica para a enzima Long-
chain-fatty-acid--CoA ligase (EC 6.2.1.3), enzima esta que tem a função de biossíntese 
de lipídios e degradação de ácidos graxos (Cao et al., 1998), o que explica a formação 
de halo de degradação na placa de LB ágar tributirina. 
 O clone A09 apresentou tamanho de 40.284 pb, com 3 contigs e 40 sequências 
codificadoras. Destas sequências codificadoras, as funções englobavam, dentre outras, 
proteína iniciadora da replicação, arginase, acetil transferase e álcool desidrogenase. 
Também foram encontradas muitas proteínas hipotéticas. Não foram encontradas 
esterases, porém foi encontrado o gene que codifica para a enzima “cera” ester 
sintase/acil-CoA:diacilglicerol aciltransferase, enzima esta que tem como função 
catalisar os passos finais da biossíntese de triacilgliceróis e “ésteres de cera” (wax 
ester) usando como substrato uma grande variedade de compostos, inclusive ácidos 
graxos (Stöveken et al., 2005), o que explica a formação de halo de degradação na 
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placa de LB ágar tributirina. Foi encontrado um gene que codifica para uma 
monooxigenase componente C / Provável Epóxido Hidrolase EphB (E.C. 3.3.2.9), que 
foi selecionado para clonagem e teste de expressão (FIGURA 4). 
 
 
 
 
 
Figura 4. Comparação da posição no cromossomo do gene de monooxigenase componente C / 
Provável Epóxido Hidrolase EphB, encontrado no fosmídeo A09, entre quatro organismos 
similares. O gene-alvo está em vermelho e numerado com 1. 
 
3.3.2.2 Proteínas: Desenho de primers, amplificação dos genes de interesse, 
subclonagem em vetor de expressão e testes de expressão. 
3.3.2.2.1 Desenho de Primers e amplificação dos genes de interesse 
 Após a análise das sequências, primers foram desenhados e PCRs foram 
conduzidas a fim de amplificar os genes de interesse. Para essas reações, o tamanho 
do produto de PCR esperado era de 915 pb para o gene da Alanina Desidrogenase, 
1095 pb para o gene de 5 – Enolpiruvilchiquimato – 3 fosfato sintase com membrana e 
711 pb sem membrana, e 981 pb para o gene da monoxigensae / possível epóxido 
hidrolase (FIGURA 5). 
 Foram realizados testes para a amplificação dos genes com diferentes 
temperaturas de anelamento, que variaram de 61 ºC a 66 ºC. A melhor temperatura 
para a amplificação dos genes ADH e Fos3 foi de 65 ºC. Em nenhum teste o gene de 
EPSPS amplificou sem estar acompanhado de bandas inespecíficas e, por esse motivo, 
ensaios adicionais com este gene foram descartados.  
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Figura 5. Eletroforese em gel de agarose (1%) dos produtos de PCR obtidos nas reações 
utilizando os primers desenhados e o DNA extraído dos fosmídeos. Canaletas: 1: 1 Kb Ladder; 2 
e 3: amplicons da reação da ADH; 5 e 6: amplicons da reação da EPSPS (com sequências da 
membrana); 8 e 9: amplicons da reação da EPSP - SM (sem sequências da membrana); 11 e 12: 
amplicons da reação da Fos3; 4, 7, 10 e 13: controles negativos. 
 
 Por outro lado, as PCRs para ADH e Fos3 foram bem-sucedidas (FIGURA 6), e 
as reações foram repetidas em maior volume (10 reações para cada gene) para 
aumentar a quantidade de produto de PCR para as etapas de clonagem em vetor de 
expressão. 
 
 
Figura 6. Eletroforese em gel de agarose (1%) dos produtos de PCR obtidos nas reações 
utilizando os primers desenhados para ADH (A) e Fos3 (B). Em ambas as figuras: Canaleta 1: 1 
kb ladder; 2 a 11: amplicons; 12: controle negativo. 
 
3.3.2.2.2 Clonagem em vetor de expressão e transformação 
 Após a purificação dos produtos de PCR, os insertos e o vetor pET28a foram 
digeridos com as enzimas de restrição escolhidas e então foi feita a ligação. 
 Em um primeiro momento foi utilizada a linhagem de E. coli DH10BTM para a 
clonagem e manutenção dos plasmídeos, pois esta foi desenvolvida para a propagação 
de bibliotecas de DNA de insertos grandes, além de propriedades vantajosas como 
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eficiência em transformação de DNA de alto peso e manutenção de grandes 
plasmídeos (Durfee et al., 2008). 
 As linhagens de células competentes E. coli C43 (DE3) e RosettaTM foram 
desenvolvidas especialmente para os testes de expressão e possuem características 
particulares para cada tipo de necessidade. Foram escolhidas a C43 (DE3), por ser 
efetiva em expressar proteínas tóxicas e de membrana, e a RosettaTM, por expressar 
proteínas procarióticas e eucarióticas, além de conter códons raramente usados em E. 
coli a fim de melhorar a expressão de proteínas eucarióticas. 
 Tanto a etapa de clonagem no vetor de expressão quanto à etapa de 
transformação nos dois tipos de células hospedeiras foram bem sucedidas, e então os 
insertos clonados em C43 (DE3) e RosettaTM foram submetidos aos testes de 
expressão. 
 
3.3.2.2.3 Testes de expressão 
 Os testes de expressão foram realizados com os genes ADH e Fos3 em 
RosettaTM. A expressão da proteína ADH foi induzida por 4 horas a 37 ºC e 16 horas a 
25 ºC. Os dois substratos foram purificados em FPLC e o gradiente de imidazol foi dado 
pelo programa em forma de gráfico. Não houve diferença entre os tempos de indução e, 
aparentemente, não houve expressão significativa em nenhum dos dois sistemas 
(dados não mostrados). Para visualização em gel de SDS-PAGE, foram escolhidas as 
frações com os gradientes de imidazol que apareceram no pico do gráfico – lembrando 
que não foi observada expressão significativa e o pico foi muito discreto - porém as 
bandas que apareceram no gel não correspondem à proteína ADH, cuja massa 
molecular esperada é de 34 KDa (FIGURA 7). Como foram observadas bandas 
próximas à de 37 KDa, foi feito um Western Blotting para confirmação do resultado, e foi 
constatado que não era a ADH.  
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Figura 7. Eletroforese de gel de SDS-PAGE 12% do teste de expressão da proteína ADH 
induzida por 4 horas. Canaleta M: Marcador Precision Plus ProteinTM Standards; 1: Fração 5 
concentrada; 2: Fração 5 desnaturada; 3: Fração 6 concentrada; 4: Fração 6 desnaturada. 
 
 A expressão da proteína Fos3 foi induzida por 4 horas a 37 ºC e 16 horas a 25 
ºC. Os dois substratos foram purificados em coluna de níquel por cromatografia de 
afinidade e as frações contendo os diferentes gradientes de imidazol foram recolhidos. 
Foi feito um gel de SDS-PAGE 12% e foi possível observar que nenhuma das bandas 
que apareceram no gel correspondem à proteína Fos3, cuja massa molecular esperada 
é de 29 KDa (FIGURA 8). Assim como ocorreu com a ADH, bandas entre 25 e 37 KDa 
apareceram e, por esse motivo, foi feito um Western Blotting para confirmação do 
resultado, e foi constatado que não se tratava da proteína Fos3. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Eletroforese de gel de SDS-PAGE 12% do teste de expressão da proteína Fos3 
induzida por 4 horas. Canaleta M: Marcador Precision Plus ProteinTM Standards; 1: Fração 1; 2: 
Fração 2; 3: Fração 3; 4: Fração 4; 5: Fração 5; 6: Fração 6. 
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 Após as tentativas de expressão das proteínas não terem sido bem sucedidas, 
foram feitas novas PCRs, desta vez com a finalidade de sequenciar os fragmentos (ABI 
3500 - Life technologies, EUA) e conferir se os amplicons correspondiam aos alvos,. 
 A amplificação de DNA de microbiota complexa apresenta uma série de 
dificuldades que podem ter sido responsáveis pela amplificação não específica nas 
PCRs. A recombinação de DNA homólogo resultando em moléculas quiméricas 
compostas por duas sequências diferentes é bastante observada e pode ser gerada 
durante a reação quando as fitas do DNA competem com os primers específicos 
durante a etapa de anelamento. Em adição, DNA fragmentado pode promover a 
formação de moléculas quirais na reação de PCR através da co-amplificação de 
sequências com alta similaridade com o template (Wintzingerode et al., 1997). Todos os 
tipos de danos ao DNA podem produzir produtos de PCR recombinantes, incluindo a 
lise celular à qual as amostras ambientais são submetidas durante o preparo de DNA 
proveniente de microbiota complexa (Pääbo et al., 1990, Wintzingerode et al., 1997).  
Os amplicons observados após as PCRs com os primers desenhados não 
correspondiam aos genes-alvo, e por esse motivo os testes de expressão não foram 
bem sucedidos. 
Neste sentido, estudos futuros são necessários com o objetivo de confirmar a 
produção de hidrolases pelos outros clones que mostraram atividade nos ensaios 
preliminares de triagem. 
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CAPÍTULO 4 
Triagem enzimática para detecção de atividades de esterase e lipase com 
isolados bacterianos oriundos de sedimento de manguezal de Bertioga 
 
4.1 INTRODUÇÃO 
Micro-organismos continuam sendo os maiores produtores de novos metabólitos 
secundários e novas enzimas (Baltz et al., 2010). Enzimas são consideradas potenciais 
biocatalistas para uma grande quantidade de reações. Enzimas microbianas possuem 
amplo uso em indústrias e na área médica, e são mais ativas e estáveis que enzimas 
produzidas por plantas e animais. Em adição, os micro-organismos representam uma 
fonte alternativa de enzimas, uma vez que podem ser cultivados em grandes 
quantidades em curto espaço de tempo, além de possuírem grande diversidade 
bioquímica e serem susceptíveis à manipulaçãoo genética (Anbu et al., 2013). 
Atualmente, a catálise enzimática é reconhecidamente a primeira escolha no preparo de 
uma grande quantidade de compostos químicos (Gröger & Asano, 2012). 
As lipases emergiram como um dos biocatalistas mais importantes e com 
capacidade reconhecida de contribuir com a sub-explorada bio-indústria de tecnologia 
de lipídeos. O número de lipases disponíveis vem crescendo desde a década de 1980, 
e a procura por estes biocatalisadores com propriedades particulares, tais como 
especificidade e estabilidade em pH e temperatura específicos, continua aumentando 
(Treichel et al., 2010). 
As esterases atuam sobre uma ampla gama de substratos e, junto com as 
lipases, são as hidrolases mais utilizadas em biocatálise (Tchigvintsev et al., 2014). Em 
adição, estas enzimas apresentam alta régio-especificidade e estereo-especificidade, o 
que as tornam biocatalistas úteis para a síntese orgânica, especialmente na produção 
de álcoois secundários enantiopuros e para a resolução de álcoois primários e ácidos 
carboxílicos (Bornscheuer & Kazlauskas 2006; Tchigvintsev et al., 2014).  
Ambientes com condições severas são habitados por micro-organismos 
adaptados e que podem ser fontes de novas enzimas ou enzimas capazes de atuarem 
de maneira estável em diferentes condições. Essas características são exatamente o 
que as diferentes áreas da indústria buscam incessantemente e, por esse motivo, 
buscar esterases e lipases em isolados bacterianos no manguezal pode ser uma 
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alternativa promissora na descoberta dessas enzimas adaptadas. Neste contexo, este 
capítulo traz a triagem enzimática de isolados de bactérias como forma de 
complementar a abordagem metagenômica abordada em etapa anterior (capítulo 3) na 
busca por esterases e lipases, com o objetivo de encontrar enzimas ativas, estáveis e 
resistentes. 
 
4.2 MATERIAL E MÉTODOS 
 As análises funcionais foram realizadas com 215 isolados bacterianos cedidos 
pelo Dr. Itamar Soares de Melo, da EMBRAPA Meio Ambiente (Jaguariúna – SP). Estas 
bactérias foram isoladas a partir de amostras sedimento de manguezal da mesma área 
estudada nos capítulos anteriores, no âmbito do projeto FAPESP (Processo 
2004/13910-6), e integram a Coleção de Micro-organismos de Meio Ambiente da 
EMBRAPA. Inicialmente os isolados foram reativados em meio de cultura TSA, e 
posteriormente foram testados em meios de cultura específicos. 
 
4.2.1 Triagem para esterases 
 As triagens para detecção de atividade de esterase foram realizadas utilizando o 
mesmo método das triagens com os clones da biblioteca metagenômica, já descrito no 
item 3.2.2 do capítulo 3, exceto pela temperatura de incubação, que foi de 28 ºC Todos 
os isolados foram submetidos à triagem e os que formaram halo de degradação na 
placa de LB ágar com tributirina foram submetidos a novo ensaio para confirmação.  
 
4.2.2 Triagem para lipases 
 Para a triagem dos isolados para detecção de atividade de lipase foi utilizado o 
meio de cultura descrito por Kouker & Jaeger (1987), com modificações. O meio de 
cultura foi preparado com Peptona (1 g/L), extrato de levedura (0,5 g/L), ágar (15 g/L) e 
azeite de oliva (31,25 mL/L). Depois de autoclavado, o meio foi adicionado de 1 mg/mL 
de rodamina B. Os isolados foram inoculados no meio de cultura e incubados por 24-48 
horas a 28 ºC no escuro. Os isolados positivos foram submetidos a novo ensaio para 
confirmação do resultado, que pode ser visualizado através da formação de um halo 
alaranjado ao redor da colônia quando o meio de cultura é visto sob luz ultravioleta. 
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4.2.3 Ensaios com sondas fluorimétricas ES1, ES2 e LIP 
 Doze micro-organismos com resultados positivos nos ensaios com placas de 
Petri foram selecionados para análise da atividade com sondas específicas para 
esterase (ES1 e ES2) e lipase (LIP), conforme descrito no item 3.2.4 do capítulo 3, com 
algumas adaptações. Os micro-organimos a serem testados foram cultivados em placa 
contendo TSA por 24-48 horas a 28 ºC. As células dos micro-organismos foram diluídas 
em tampão borato pH 7,4 para a quantidade final de 0,2 mg/mL. Os testes foram 
realizados em triplicata, com concentração final de células de 0,02 mg/mL e 
concentração final das sondas de 2 mM. As placas com as reações foram incubadas a 
28 ºC e leituras das atividades foram realizadas nos tempos zero, 24, 48 e 72 horas em 
fluorímetro de placas (Enspire Perkin-Elmer) e comprimento de ondas de 390 nm de 
excitação e 460 nm de emissão. Como controle negativo foram utilizadas as sondas 
sem adição das suspensões de células dos micro-organismos, e como controle positivo 
foi utilizada uma solução pronta contendo o diol resultante da hidrólise dos grupos 
ésteres. 
 
4.2.4 Isolamento de DNA de Bacillus safensis CBMAI-1669 e Gordonia sp. CBMAI-
1670 
Os isolados B. safensis CBMAI 1669 e Gordonia sp. CBMAI 1670 foram 
cultivados em meio de cultura TSA (Trypticase Soy Agar – BDTM) a 28 ºC por 48 horas e 
o isolamento do DNA foi conduzido seguindo o protocolo descrito previamente por van 
Soolingen e colaboradores (1991), com algumas modificações. Células bacterianas 
foram colhidas diretamente da placa de Petri contendo meio TSA com auxílio de alça de 
platina e transferidas para tubo de 1,5 mL contendo 500 µL de TE 1X (10 mM de Tris pH 
8,0 e 0,1 mM de EDTA). As células foram homogeneizadas no tampão para lavagem e 
em seguida centrifugadas por 2 minutos a 12.000 rpm e 20 ºC. O sobrenadante foi 
descartado, as células foram suspensas em 400 µL de TE 1X e adicionadas de 50 µL 
de lisozima (10 mg/mL). Após breve agitação em vortex, as células foram incubadas por 
1 hora a 37 ºC e então adicionadas de 67,5 µL de SDS 10% e 2,5 µL de proteinase K 
(10 mg/mL), ambas pré aquecidas a 65 ºC. A amostra foi agitada rapidamente em 
vortex e incubada por 10 minutos a 65 ºC. Ao término da incubação, foram adicionados 
100 µL de NaCl 5 M e 100 µL de solução de CTAB (brometo de 
cetiltrimetilamônio)/NaCl (pré aquecidas a 65 ºC), a amostra foi agitada em vortex até 
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adquirir aspecto leitoso e então foi incubada por 10 minutos a 65 ºC. Foram adicionados 
750 µL de clorofórmio/álcool isoamílico (na proporção 1:24), a amostra foi agitada em 
vortex por 10 segundos e centrifugada a 12.000 rpm por 5 minutos a 20 ºC. Após 
centrifugação, a fase aquosa foi transferida para novos tubos, adicionada de 450 µL de 
isopropanol e homogeneizada por inversão. O DNA foi precipitado a – 20 ºC por 10 
minutos e em seguida centrifugado a 12.000 rpm por 5 minutos a 20 ºC. O 
sobrenadante foi descartado, o pellet foi adicionado de 1 mL de etanol 70% gelado e 
nova centrifugação foi feita sob as mesmas condições anteriores. O sobrenadante foi 
descartado, o pellet foi seco à temperatura ambiente e suspenso em 80 µL de água 
ultrapura. 
 
4.2.5 Desenho de pares de primers, amplificação do gene e testes de expressão 
 Os micro-organismos com os melhores resultados nos ensaios com as sondas 
foram, coincidentemente, os mesmos cujos genomas já haviam sido sequenciados e 
anotados (Gordonia sp. CBMAI 1670 e Bacillus safensis CBMAI 1669 - Domingos et al., 
2013a e 2013b, respectivamente). Desta forma, o acesso às sequências para desenho 
de pares de primers foi realizado diretamente no programa IMG, e a busca foi feita pelos 
números EC (3.1 para esterase, 3.1.1.3 para lipase). Foi escolhida uma sequência de 
esterase da Gordonia sp. e uma sequência de lipase do Bacillus safensis. O desenho 
dos primers foi realizado para clonagem no vetor de expressão pET28a, e as etapas 
envolvidas desde o desenho dos primers até a super-expressão do gene já foram 
descritas detalhadamente no capítulo 3.  
 
4.2.5.1 Desenho de primers 
 Para amplificação completa dos genes da esterase (GspEST) e lipase (BsLIP), 
foram desenhados pares de primers levando em consideração os sítios de clivagem das 
enzimas de restrição para posterior ligação no vetor pET 28a (TABELA 1).  
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Tabela 1: Sequências dos primers desenhados para amplificação da esterase (Gordonia sp. 
CBMAI 1670) e da lipase (Bacillus safensis CBMAI 1669). 
Isolado Enzima Primer Sequência dos primers (sentido 5’ → 3’) 
Gordonia sp CBMAI 1670  Acil CoA Tioesterase GspESTF AAAGAATTCATGTCCGCGACGCGCACGGTC 
Gordonia sp CBMAI 1670     Acil CoA Tioesterase GspESTR TAACTCGAGTCACCGATCGGTCCGGGCGTG 
Bacillus safensis CBMAI 1669 Lisofosfolipase BsLIPF AAAGAATTCATGAAAAACGTCGAGCGC 
Bacillus safensis CBMAI 1669 Lisofosfolipase BsLIPR CGCCTCGAGTTAAAAATGTTTGATGACATC 
 
 Os primers foram sintetizados e utilizados para a amplificação dos genes de 
interesse, em reações de PCR utilizando o DNA extraído dos isolados. 
 
4.2.5.2 Amplificação dos genes GspEST e BsLIP 
 As PCRs foram preparadas em volume final de 25 µL, contendo 2 µL de DNA 
(200 ng), 2,5 µL de tampão 10X (InvitrogenTM), 1,5 mM de MgCl2 (InvitrogenTM), 0,8 mM 
de dNTP (InvitrogenTM), 0,4 pmol de cada primer Forward e Reverse (GspESTF / R e 
BsLIPF / R) e 0,08 U de Taq DNA Polimerase (5 U/µL – InvitrogenTM). O protocolo de 
amplificação dos genes constituiu de 1 ciclo inicial de 5 minutos a 95 ºC (desnaturação), 
seguido de 30 ciclos de 1 minuto a 95 ºC (desnaturação), 2:15 minutos a 63 ºC e 64 ºC 
para a lipase e para a esterase respectivamente (anelamento) e 1:15 minutos a 72 ºC 
(extensão), seguido de redução da temperatura para 4 ºC. Para essas reações, o 
tamanho do produto de PCR esperado foi de 572 pb para o gene da lisofosfolipase e de 
735 pb para o gene da Acil CoA Tioesterase. Os amplicons foram submetidos às etapas 
de ligação em vetor de expressão e clonagem em RosettaTM, como previamente 
descrito nos itens da seção 3.2.6 do capítulo 3. 
 
4.2.5.3 Testes de expressão 
Os testes de expressão com a esterase da Gordonia sp. ainda não foram 
realizados, e o ensaio com esta enzima parou na etapa de amplificação do gene. 
 Os testes de expressão com a lipase do Bacillus safensis foram realizados até 
as caracterizações funcionais e estruturais iniciais. Em suma, a lipase (BsLIP) foi ligada 
em pET28a e clonada em RosettaTM. A expressão da BsLIP foi feita em 1 litro de meio 
de cultura LB adicionado de 30 mg/mL de canamicina e 34 mg/mL de cloranfenicol com 
0,4 mM de IPTG, que foi adicionado às células quando estas atingiram DO600 = 0,8 – 
1,0. A expressão foi conduzida por 16 horas e 25 ºC e agitação de 200 rpm. Após 
centrifugação, a proteína foi extraída do pellet com adição de 50 mL de tampão TKP 
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(25mM de Tris-HCl, 300 mM de NaCl, 5 mM de KCl, 5 mM de Na2HPO4 e 50 mM de 
NaH2PO4 - pH 7,5), 12 mM de β-mercaptoetanol, 1 mM de PMSF e 1 mg/mL de 
lisozima. As células e as soluções foram agitadas em gelo em mesa agitadora a 50 rpm 
por 30 minutos, e então as células foram sonicadas por 7 vezes em duty cicle de 65%, 
output control 7, por 60 segundos. Após sonicação, o volume total foi centrifugado a 
14.500 rpm por 40 minutos e então a fração solúvel foi purificada em coluna com resina 
de Ni+. Após passagem da proteína, foram aplicados 3 gradientes de imidazol: 100, 200 
e 500 mM, e as frações foram recolhidas para observação do perfil da proteína em gel 
SDS-PAGE 12%. 
 
4.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
4.3.1 Esterases e lipases – ensaios funcionais 
 Os ensaios com os isolados em placas resultaram em 42 isolados com atividade 
de esterase e 20 isolados com atividade de lipase (FIGURA 1) 
(A)   (B)  
 
Figura 1: Fotos ilustrativas dos ensaios em placas. A: ensaio para detecção de atividade de 
esterase; B: ensaio para detecçãoo de atividade de lipase. 
 Após confirmação dos resultados observados, os micro-organismos 
selecionados nos ensaios em placas foram submetidos a testes com as sondas 
fluorimétricas ES1, ES2 e LIP, os quais foram realizados em triplicata. Para cada tempo, 
os resultados foram calculados a partir da média das leituras das amostras descontada 
da média dos resultados do controle negativo e comparada com a média das leituras do 
controle positivo. 
 As melhores taxas de conversão observadas foram realizadas pelo micro-
organismo 10 (para EST1, EST2 e LIP) e pelo micro-organismo 11 (LIP) (TABELA 2). 
 111
Dos 215 isolados analisados, apenas 7 haviam sido previamente identificados por 
sequenciamento e, por coincidência, os micro-organismos 10 e 11 já haviam sido 
identificados e seus genomas já estavam disponíveis no site do IMG: Gordonia sp ID 
14735 e Bacillus safensis ID 14734. Na ocasião dos sequenciamentos, as bactérias 
haviam sido identificadas como Gordonia amicalis e Bacillus pumillus, porém análises 
subsequentes mais detalhadas conluíram se tratar de uma provável nova espécie de 
Gordonia (referida como Gordonia sp.) e de um Bacillus safensis. 
 
Tabela 2: Taxa de conversão do substrato pelos micro-organismos (ES1 e ES2 para esterase, 
LIP para lipase). 
 
Conversão do substrato (%) 
Micro-organismos ES1 ES2 LIP 
  24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h 
1* 66 100 121 50 79 106 81 119 162 
2 2 3 4 4 7 9 44 54 62 
3 2 3 4 1 2 2 31 31 31 
4 1 2 3 1 2 3 30 30 31 
5 6 6 6 5 7 8 34 34 35 
6 2 3 3 1 2 3 25 25 25 
7 12 19 23 3 5 6 44 52 56 
8 31 52 61 6 13 19 46 57 62 
9 27 47 53 6 12 17 43 58 65 
10 89 91 90 95 98 97 91 >99 >99 
11 23 30 31 40 40 45 >99 >99 >99 
12 13 30 36 6 12 16 58 71 78 
* Os resultados do micro-organismo 1 foram descartados. 
 
4.3.2 Amplificação dos genes GspEST e BsLIP 
 As análises in silico permitiram acesso às sequências dos genes das enzimas e, 
após desenho dos primers, PCRs foram conduzidas a fim de amplificar os genes de 
interesse. Os produtos de PCR foram submetidos à eletroforese e foi possível constatar 
que estavam dos tamanhos esperados: 572 pb para BsLIP e 735 pb para GspEST 
(FIGURA 2). Para garantir que os fragmentos amplificados correspondiam aos genes-
alvo, estes foram submetidos ao sequenciamento (ABI 3500 XL) 
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(A)    (B)  
Figura 2: Eletroforese em gel de agarose (1%) dos produtos de PCR obtidos nas reações 
utilizando os primers desenhados para BsLIP (A) e GspEST.  
 
4.3.3 Testes de expressão com BsLIP 
O teste de expressão, realizado apenas com a lipase, revelou que a proteína foi 
expressa com sucesso, como pode ser observado em gel de SDS – PAGE 12% 
(FIGURA 3). 
     
Figura 3. Eletroforese de gel de SDS-PAGE 12% do teste de expressão da proteína BsLIP 
induzida por 16 horas. Canaleta M: Marcador Precision Plus ProteinTM Standards; I: Fração 
insolúvel; 100: Fração 100 mM de imidazol desnaturada; 200: Fração 200 mM de imidazol 
desnaturada; 500: Fração 500 mM de imidazol desnaturada. 
 
 A maior parte da lipase concentrou-se na fração insolúvel, porém é possível 
visualizar que nas frações de gradiente de imidazol de 200 e 500 mM tem lipase solúvel. 
O tamanho da proteína é de 23.722,8 kDa. A cauda de histidina foi clivada com 
trombina para confirmação do resultado. 
 Os resultados expostos elucidam o sucesso da clonagem e expressão da BsLIP. 
Testes adicionais para caracterização da enzima são necessários porém, apesar desta 
etapa do trabalho estar em estágio intermediário, os resultados já se mostram 
promissores. Etapas adicionais incluem ensaios para determinação das condições 
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reacionais ótimas (pH e temperatura), ensaios para determinação dos parâmetros 
cinéticos e caracterização biofísica da BsLIP.  
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CAPÍTULO 5 
Clonagem, expressão e caracterização funcional e estrutural de uma 
catalase de Bacillus safensis CBMAI 1669 isolado de sedimento de 
manguezal de Bertioga (Brasil) contaminado com petróleo 
 
5.1 INTRODUÇÃO 
 Catalases (EC 1.11.1.6) são oxidorredutases responsáveis pela conversão do 
peróxido de hidrogênio em oxigênio e água (Kirkman & Gaetani, 1984). Em bactérias, 
as catalases integram a resposta das células ao estresse oxidativo e, em conjunto com 
as superóxido dismutases e alquil hidroperoxidases, limitam o acúmulo de espécies 
reativas de oxigênio (Reactive Oxygen Species – ROS) (Schellhorn, 1995). A exposição 
de micro-organismos ao oxigênio molecular (O2) resulta em auto-oxidação de 
componentes celulares, levando à produção de espécies reativas de oxigênio (ROS). 
Ambos O2 e ROS causam danos oxidativos às macromoléculas que podem danificar 
células ou ocasionar a morte celular (Imlay, 2003; Jennings et al., 2014) e a catalase 
pode eliminar o peróxido de hidrogênio eficientemente para evitar danos ao DNA, 
proteínas ou lipídeos (Wei et al, 2011). 
 Geralmente as catalases são distribuídas em três grandes grupos, denominados 
catalases monofuncionais, catalase-peroxidases e Mn-catalases. As catalases 
monofuncionais são encontradas nos três domínios da vida e são as mais estudadas 
(Klotz & Loewen, 2003, Wei et al., 2011). 
 Apesar de serem ambientes predominantemente anóxicos, os sedimentos de 
manguezais possuem uma fina camada em contato com o oxigênio atmosférico na qual 
micro-organismos com atividades de interesse podem estar presentes. O gênero 
Bacillus é um representante de bactérias aeróbicas ou anaeróbicas facultativas 
cultiváveis conhecidamente produtores de catalases (Gordon et al., 1973). Como 
elucidado no capítulo 2, o filo Firmicutes está bem representado no ambiente de 
sedimento de manguezal e membros deste filo participam de importantes 
transformações no sistema, inclusive com relação ao processo de recuperação de 
ambientes contaminados com petróleo. 
 A produção de catalases por bactérias aeróbicas e anaeróbicas já foi bastante 
estudada (Sooch et al., 2014), no entanto, esta enzima permanece pouco estudada 
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nestes ambientes, tornando a busca e conhecimento das catalases em ambientes 
contaminados uma questão premente. Catalases de micro-organismos de manguezais 
possivelmente possuem características únicas, devido à sua adaptação ao ambiente 
impactado. Neste capítulo será abordada a clonagem, expressão e caracterização de 
uma catalase proveniente de Bacillus safensis CBMAI 1669, previamente isolado de 
sedimento de manguezal impactado com petróleo e cujo genoma completo está 
disponível, permitindo acesso às informações genéticas e buscas in silico. 
 
5.2 MATERIAL E MÉTODOS 
5.2.1 Análise in silico das sequências do Bacillus safensis CBMAI 1669  
 O genoma completo do B. safensis CBMAI 1669 foi sequenciado e publicado por 
Domingos e colaboradores (2013). As sequências foram submetidas à anotação 
utilizando o IMG (Integrated Microbial Genomes and Metagenomes – 
www.img.jgi.doe.gov) e a busca por genes de catalases foi feita utilizando a ferramenta 
Protein coding genes with enzymes, seguida de busca através do número EC (Enzyme 
Commission Number). Foram encontradas duas sequências de catalases e, após 
análise com Blastx, uma sequência foi selecionada para o desenho de primers e testes 
de expressão. 
 
5.2.2 Isolamento de DNA do Bacillus safensis CCMA 560 
 O isolamento de DNA do Bacillus safensis CBMAI 1669 foi realizado conforme 
protocolo de Soolingen e colaboradores (1991), já descrito no item 4.2.4 do capítulo 4.  
 
5.2.3 Desenho de pares de primers, amplificação do gene e testes de expressão 
5.2.3.1 Desenho de primers 
 Para amplificação completa do gene da catalase (BsCat1), foram desenhados 
pares de primers levando em consideração os sítios de clivagem das enzimas de 
restrição para posterior ligação no vetor pET 28a (TABELA 1). 
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Tabela 1: Sequências dos primers desenhados para amplificação da catalase BsCat1. 
Isolado Enzima Primer Sequência dos primers (sentido 5’ → 3’) 
Bacillus safensis CBMAI 1669 Catalase BsCat1F ACAGCTAGCATGAGAACTGTTGGGAATAG 
Bacillus safensis CBMAI 1669 Catalase BsCat1R AGACTCGAGTTAATAAGGATCTGATGGTGTG  
 
 Os primers foram desenhados com os sitios das enzimas NheI e XhoI para os 
primers forward e reverse, respectivamente, sublinhados nas sequências.  
 
5.2.3.2 Amplificação do gene BsCat1 
A PCR foi conduzida em volume final de 25 µL, consistindo em 200 ng de DNA, 
1X de tampão de PCR, 3 mM de MgCl2, 0,8 mM de dNTP, 0,4 pmol de cada primer e 
0,08 U de Taq DNA Polymerase (InvitrogenTM, EUA). As condições da amplificação do 
gene BsCat1 consistiram em um ciclo inicial de desnaturação a 95 ºC por 5 minutos, em 
seguida a reação foi submetida a 30 ciclos a 95 ºC por 1 minuto, 63 ºC por 2,15 minutos 
e 72 ºC por 1,15 minutos, seguido por extensão final a 72 ºC por 7 minutos. O tamanho 
esperado dos fragmentos amplificados foi de 1.500 bp e as sequências foram 
confirmadas através de sequenciamento do DNA em sequenciador ABI 3500 XL (Life 
Technologies, EUA). 
 O produto de amplificação da PCR e o vetor de expressão pET28a(+) (Novagen, 
EUA) foram digeridos com as enzimas NheI e XhoI e a ligação foi realizada usando T4 
DNA ligase (Invitrogen, EUA). O vetor contendo o fragmento foi transformado por 
eletroporação em células de E. coli BL21(DE3) Rosetta cells (Novagen, EUA).  
 
5.2.3.3 Expressão heteróloga do gene BsCat1 em E. coli 
 O gene da catalase BsCat1 foi expresso em cepa de E. coli BL21(DE3) 
RosettaTM. As células foram cultivadas a 37 ºC e 300 rpm em 1 litro de meio LB líquido 
suplementado com 30 µg/mL de canamicina e 34 µg/mL de cloranfenicol, até 
alcançarem a densidade óptica (OD600) = 0,8 – 1,0. A expressão foi iniciada com a 
adição de 0,4 M de IPTG (isopropil b-D-1-tiogalactopiranosidio) com incubação a 25 ºC 
e 200 rpm por 16 horas. As células foram colhidas por centrifugação a 7.000 rpm por 30 
minutos a 10 ºC, o sobrenadante foi descartado e as células foram suspensas em 40 
mL de tampão TKP (25 mM de Tris-HCl, 50 mM de NaCl, 5 mM de KCl, 5 mM de 
KH2PO4 e 5 mM de K2HPO4, em pH 7.5) adicionado de 12 mM β-mercaptoetanol, 1 
mg/mL de lisozima e 1 mM of PMSF (fenilmetanosulfonil fluoreto). As células foram 
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incubadas em gelo por 30 minutos em mesa agitadora a 50 rpm e depois rompidas por 
sonicação (Ultrasonic Homogenizer 4710; duty cycle de 65% e output control de 7 por 7 
vezes de 60 segundos). A fração solúvel foi coletada por centrifugação a 15.000 rpm 
por 30 minutos a 10 ºC e purificada por cromatografia de afinidade ao níquel. A proteína 
foi eluída da coluna de afinidade a partir de um gradiente de imidazol (50, 100 e 500 
mM). A pureza da proteína foi verificada por gel SDS-PAGE 12%. A proteína purificada 
foi submetida à diálise em 2 litros de tampão TKP pH 7,8 para retirada do imidazol e 
quantificada em espectrofotômetro a 280 nm com base no coeficiente de extinção molar 
teórico calculado pelo programa ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/). 
 
5.2.4 Caracterização funcional da BsCat1 
5.2.4.1 Ensaios iniciais 
 Os testes funcionais da catalase foram realizados em colaboração com o 
Laboratório de Biocatálise e Síntese Orgânica (LaBioSin) do Instituto de Química da 
UNICAMP, sob supervisão da Profa. Dra. Anita Jocelyne Marsaioli e com ajuda da Msc. 
Bruna Zucoloto da Costa.  
 Para avaliação da atividade da BsCat1, os testes foram realizados de acordo 
com o protocolo de Beers & Sizer (1952) e Stern (1937), com adaptações. Inicialmente, 
foram avaliadas diferentes concentrações de enzima nas seguintes condições 
reacionais pré-estabelecidas: 0,05% (v/v) de H2O2 em tampão TKP 50 mM pH 7,8 e 25 
ºC.  As reações foram realizadas em placas de 96 poços de fundo chato e transparentes 
sob luz UV, sendo que o consumo de H2O2 foi acompanhado por leitura de absorbância 
a 240 nm em leitor de placas (Enspire Perkin-Elmer). Os volumes dos reagentes 
utilizados para cada condição reacional estão na Tabela 2. 
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Tabela 2. Tabela contendo o esquema organizacional da montagem do experimento para 
acompanhamento da atividade da BsCat1. 
 
Ensaio BsCat1 (mg/mL) H2O2 0,5% (mL) 
Tampão 
(mL) 
1 50 30 270 
2 40 24 276 
3 30 18 282 
4 25 15 285 
5 15 9 291 
6 0 0 300 
 
 Todas as reações enzimáticas foram acompanhadas pelos seus respectivos 
controles negativos (CN) (ensaio na ausência de substrato) e positivos (CP) (teste 6: 
ensaio  na ausência de enzima, o qual representa a concentração inicial de substrato no 
meio reacional).  
 A concentração remanescente ([S]r) de substrato no meio reacional foi obtida de 
acordo com a Equação 1, onde E, CN e CP são as absorbâncias do ensaio enzimático, 
controle negativo e controle positivo, respectivamente, e [S]i é a concentração inicial de 
substrato (0,05%).  
 
Equação 1: 
 
 =
é	
	 − 
 	.  
 
 O ajuste não linear dos gráficos da concentração remanescente de substrato 
versus o tempo reacional segundo a Equação 2, fornece as velocidades iniciais para 
cada concentração de enzima (Equações 3 e 4). 
 
Equação 2: 
 
 = . exp	.  
 
Equação 3: 
 
 = . exp	−.  
 
Equação 4: 
 
 = .  = .  
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 Os resultados deste teste foram utilizados para verificar o comportamento da 
BsCat1 em diferentes concentrações e desta forma selecionar a melhor concentração 
para a determinação das condições reacionais ótimas (pH e temperatura), bem como 
para a obtenção dos parâmetros cinéticos.  
 
5.2.4.2 Determinação das condições reacionais ótimas: pH e temperatura 
Para determinar as condições ótimas de atividade da BsCat1, a enzima foi 
avaliada no intervalo de pH de 4 a 13 e nas temperaturas 25, 30, 37, 50 e 60 ºC. Para 
os pHs 4 e 5, foi utilizado tampão acetato 50 mM, para os pHs 6, 7 e 8 foi utilizado 
tampão fosfato de sódio 50 mM, para os pHs 9 e 10 foi utilizado tampão glicina - NaOH 
50 mM, para o pH 11 foi utilizado tampão bicarbonato de sódio – NaOH e para os pHs 
12 e 13 foi utilizado tampão cloreto de potássio – NaOH. O substrato – peróxido de 
hidrogênio – foi utilizado em concentração final de 16,32 µM (0,05%) e a BsCat1 na 
concentração final de 37 µg/mL. 
 Todas as reações foram conduzidas em placas de 96 poços de fundo chato e 
transparentes sob luz UV. Nestes ensaios, a enzima foi previamente incubada no pH e 
temperatura de interesse por 5 minutos. Em seguida, foi adicionado o substrato e o 
consumo de H2O2 foi acompanhado por leitura de absorbância a 240 nm em leitor de 
placas (Enspire Perkin-Elmer). Foram realizadas leituras a cada 60 segundos por 15 
minutos. Os volumes das soluções e reagentes utilizados para os ensaios e para os 
controles negativos (CN) e positivos (CP) estão descritos na Tabela 3. 
 
Tabela 3: Volumes utilizados das soluções e reagentes para a avaliação da atividade da BsCat1. 
O volume final das reações foi de 300 µL. 
 
 
BsCat1 H2O2 0,5% Tampão 
(µL) (µL) (µL) 
Ensaio 10 30 260 
CN 10 0 290 
CP 0 30 270 
 
 Todos os ensaios foram realizados em duplicata e acompanhados dos 
respectivos controles. Os cálculos para a obtenção das velocidades iniciais de cada 
condição reacional foram realizados como descritos no item 5.2.4.1.  
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5.2.4.3 Determinação dos parâmetros cinéticos 
Para a obtenção dos parâmetros cinéticos da BsCat1 [constante de Michaelis-
Menten (KM), velocidade máxima (Vmáx), número de renovação (kcat) e constante de 
especificidade (ε)], foram realizados ensaios em diferentes concentrações de H2O2 (0,01 
a 0,2 %).  
Os ensaios foram realizados em tampão glicina – NaOH, 50 mM, pH 10 e 30 ºC. 
Todos os ensaios foram realizados em sextuplicata, sendo acompanhados dos 
respectivos controles negativo e positivo. As condições gerais das reações, o 
acompanhamento do consumo de H2O2 e os cálculos das velocidades iniciais foram 
obtidos segundo descrito no item 5.2.4.1. 
A constante de Michaelis-Menten (Km) e a velocidade máxima (Vmáx) são 
parâmetros cinéticos enzimáticos oriundos da equação de Michaelis-Menten (Equação 
5). Para a BsCat1, estes parâmetros foram obtidos a partir do ajuste linear do gráfico de 
duplo-recíproco de Lineweaver-Burke (inverso da velocidade inicial versus o inverso da 
concentração de substrato), onde o coeficiente angular da reta obtida corresponde ao 
valor de KM /Vmáx e o coeficiente linear corresponde ao valor de 1/ Vmáx (Equação 6). 
Equação 5: 
 
 =
á!
"# + 
 
 
 
Equação 6: 
1

= "#á!
+ 1á!
 
 
 O número de renovação (kcat) e a constante de especificidade (ε) estão 
relacionados aos valores de Km e Vmáx, e foram obtidos a partir das Equações 7 e 8, 
respectivamente, onde [E]T é a concentração de enzima no ensaio (0,3 mM). 
 
        Equação 7:                 Equação 8: 
 
                       &'( = )*á+,-                                                . =
/012
34
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5.2.5 Caracterização biofísica da BsCat1 
Os experimentos de caracterização biofísica da BsCat1 descritos a seguir foram 
realizados em colaboração com o Instituto de Química de São Carlos da Universidade 
de São Paulo, com auxílio da Dra. Lilian Luzia Beloti e sob supervisão do Prof. Dr. Júlio 
César Borges. 
 
5.2.5.1 Cromatografia de exclusão molecular analítica 
A gel filtração analítica (GFA) é uma técnica cromatográfica usada para separar 
moléculas de acordo com seu volume hidrodinâmico, definido pelo raio de Stokes. Os 
dados gerados pela gel filtração analítica são utilizados para determinar o coeficiente de 
partição de uma proteína e estimar o raio de Stokes (Tiroli & Ramos, 2007). 
Os ensaios de gel filtração analítica foram conduzidos utilizando coluna de 
Superdex 200 10/300 GL de 24 mL (GE Life Sciences) conectada ao sistema Äkta 
FPLC (GE Life Sciences), em um fluxo de 0,5 mL/minuto, pressão 1,0 MPa a 280 nm. A 
coluna foi equilibrada previamente com 1 VC (volume de coluna) com o tampão 50 mM 
fosfato de sódio pH 7,8, 100 mM NaCl e todas as corridas do experimento foram 
realizadas em 1 VC do mesmo tampão.  
 Essa técnica permite a obtenção da massa molecular aparente (MMapp) da 
proteína em estudo, em que a eluição da proteína é comparada com um padrão de 
proteínas globulares de massas moleculares conhecidas. O tempo de retenção foi 
usado para calcular o Raio de Stokes (Rs) ou raio hidrodinâmico da proteína, cujo valor 
reflete a simetria ou assimetria da molécula, assim como o estado oligomérico. Os 
padrões de proteínas utilizado foram : apoferritina (480kDa), λ-globulina (160 kDa), 
albumina de soro bovino (BSA – 67 kDa), anidrase carbônica (30 kDa) e Ribonuclease 
A (13,7 kDa).  
 A determinação do Rs foi feita a partir do tratamento dos dados da cromatografia 
de exclusão molecular analítica, utilizando os valores correspondentes ao volume de 
eluição das proteínas-padrão e da proteína-alvo para calcular o coeficiente de partição 
(Kav). Para isto, fez-se uso da equação 9, onde Ve é o volume de eluição de cada 
proteína, Vo é o “void” e Vc é o volume de coluna total. 
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Equação 9: 
"5 = 6 − 78 − 7 
 
 O Kav está relacionado ao log da massa molecular (MM) pela equação 10. Com 
os dados obtidos foi construído um gráfico e, a partir do ajuste linear, foi possível 
determinar a MMapp:  
Equação 10 
"5 = −97:;; +  
 
 Na equação 10: a é o coeficiente linear da reta, e b é o coeficiente angular da 
reta. 
 Para calcular o Rs, foi feito um gráfico de Rs versus ( - logKav)1/2  e novamente 
um ajuste linear: 
Equação 11 
	<= =  >−97:"5
?
@A +  
 
 na equação 11: Rs é o Raio de Stokes, a é o coeficiente linear da reta e b é o 
coeficiente angular da reta.  
 O valor experimental de Rs pode ser comparado ao valor teórico, calculado a 
partir da sequência de aminoácidos pelo programa Sednterp (Lebowitiz et al., 2002). A 
razão entre o Rs experimental e o teórico resulta na razão friccional (ƒ/ƒo), a qual diz 
respeito à assimetria da proteína-alvo, sendo que quanto maior que 1, mais assimétrica 
é a proteína. 
 
5.2.5.2 Dicroísmo Circular  
A espectropolarimetria de dicroísmo circular (CD) é baseada na interação de 
moléculas quirais com a luz circularmente polarizada, a qual apresenta um componente 
circularmente polarizado à esquerda e outro circularmente polarizado à direita. Esta 
interação é responsável pelo sinal de dicroísmo circular, que pode ser definido como 
uma diferença entre a absorção da luz circularmente polarizada à direita e à esquerda 
(Fasman, 1996). Esta técnica é utilizada como uma sonda de estrutura secundária e 
diversas variáveis podem ser utilizadas, como pH, temperatura e adição de ligantes. O 
resultado da leitura de uma amostra é medida em miligraus e, no caso de proteínas, 
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este resultado deve ser convertido para elipticidade molar residual média, a qual pode 
ser obtida pela equação 12 (Fasman, 1996). 
 
Equação 12 
θ = θ. 100.MMC. l. n  
  
 Na equaçãoo 12: θ é o sinal de CD em miligraus, MM é a massa molecular em 
Daltons, C é a concentração em mg/mL da proteína, l é o caminho óptico em 
centímetros da cubeta utilizada, e n é o número de resíduos de aminoácidos da 
proteína. A elipticidade molar residual média é expressa em graus.cm2.dmol-1. 
 Os espectros de dicroísmo circular foram coletados em espectropolarímetro J-
810 (Jasco) acoplado a um sistema interno de controle de temperatura (Peltier Type 
Control System PFD 425S – Jasco). Foi utilizada cubeta com caminho óptico de 0,1 cm. 
As medidas dos tampões e amostras foram obtidas em 15 e 50 acumulações, 
respectivamente. Os espectros do tampão foram subtraídos dos espectros da proteína e 
normalizados para elipticidade molar residual média. Os espectros de CD da BsCat1 
foram coletados em duas condições: 10 mM de fosfato de sódio pH 7,8 e em 50 mM de 
glicina pH 10, em ambas com concentração de 2,6 µM.  
 O conteúdo de estrutura secundária da proteína foi estimado pelo programa 
CDNN Deconvolution (Bohm et al., 1992). 
 
5.2.5.3 Estabilidade Térmica 
O estudo da estabilidade foi realizado a partir de experimentos de 
desenovelamento térmico da proteína acompanhado pelo sinal de dicroísmo circular a 
222 nm. Foi feito um aumento gradual de temperatura na velocidade de 1 °C/minuto, de 
15 °C até 90 °C. O resfriamento das amostras de proteína de 90 °C a 15 °C ocorreu na 
mesma velocidade do aquecimento. Os dados gerados foram normalizados para 
elipticidade molar residual média pela equação conforme descrito no item 5.2.5.2. O 
ponto médio das transições de temperaturas foram ajustadas por função sigmoidal. 
 
5.2.5.4 Fluorescência intrínseca do triptofano 
A maioria das proteínas apresenta resíduos de aminoácidos que são 
intrinsecamente fluorescentes, como a tirosina, fenilalanina e triptofano, sendo este 
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último o mais utilizado (Royer, 2006). O espectro do triptofano deve refletir o ambiente 
médio deste resíduo. Para um triptofano em um ambiente completamente apolar 
observa-se uma emissão voltada para o azul, enquanto em ambiente polar a emissão 
muda para comprimentos de onda maiores (FIGURA 1) (Lakowicz, 2006). Esta 
característica torna a fluorescência do triptofano potencialmente útil como sonda para 
estrutura e dinâmica protéica (Millar, 1996), sendo esta técnica empregada para 
investigar a estrutura terciária local da proteína utilizando o triptofano como sonda. Os 
testes foram feitos utilizando o fluorímetro F4500 Hitachi Fluorescence 
Spectrophotometer. Os resíduos de triptofano da proteína foram excitados com 
comprimento de onda de 295 nm em cubetas de 1 cm x 0,2 cm e as coletas da emissão 
de fluorescência realizadas na faixa de 295 a 420 nm a 20 °C. A emissão de 
fluorescência do branco foi subtraída da emissão de fluorescência da proteína e os 
valores finais normalizados em escala de 0 a 1.  
 
   
Figura 1. Efeito do ambiente no espectro de emissão do triptofano. O espectro de emissão do 
triptofano reflete o ambiente em que este se encontra, observando-se uma mudança para a 
região do vermelho quanto mais polar é o seu ambiente. 
 
 O centro de massa espectral para os espectros de fluorescência do triptofano 
foram calculados a partir da equação 13: 
 
Equação 13 
H I J= ƩI
. L
ƩL
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Na equação 13: λ é o centro de massa espectral, λi é cada comprimento de onda 
medido e Fi é a intensidade de fluorescência no comprimento de onda λi (Silva et al., 
1986).  
 
5.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.3.1 Amplificação do BsCat1 
 Após análise in silico do genoma de Bacillus safensis CBMAI 1669 e seleção de 
uma catalase para o desenho dos primers, PCRs foram conduzidos com a finalidade de 
amplificar o gene BsCat1 para posterior teste de expressão da proteína. O tamanho do 
produto de PCR obtido foi de 1.500 pb, o esperado para esta reação (FIGURA 2). A 
confirmação da sequência foi realizada através de sequenciamento do amplicon em 
sequenciador ABI 3500 XL (Life Technologies). 
 
Figura 2: Eletroforese em gel de agarose (1%) dos produtos de PCR obtidos nas reações 
utilizando os primers desenhados para BsCat1. C: Produto de PCR da BsCat1; c-: controle 
negativo. 
 
5.3.2 Testes de expressão da BsCat1 
O teste de expressão realizado com a BsCat1, revelou que a expressão da 
proteína foi bem sucedida, como pode ser observado em gel de SDS – PAGE 12% 
(FIGURA 3). A BsCat1 concentrou-se na fração solúvel, podendo ser visualizada em 
todas as frações de imidazol. O tamanho da proteína é de 59.091,6 kDa.  
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Figura 3. Eletroforese em gel de SDS-PAGE 12% do teste de expressão da proteína BsCat1 
induzida por 16 horas. Canaleta M: Marcador Precision Plus ProteinTM Standards; I: Fração 
insolúvel; FT: Flow-through – alíquota da proteína após passagem pela coluna de Ni+; 20 - 500: 
Frações de 20 a 500 mM de imidazol desnaturadas. 
 
5.3.3 Caracterização funcional da BsCat1 
5.3.3.1 Avaliação da concentração de enzima 
 Os testes realizados com diferentes concentrações iniciais de BsCat1 mostraram 
que, na faixa avaliada, a velocidade inicial (V0) de consumo do H2O2 é linearmente 
proporcional à concentração de enzima (FIGURA 4). 
 
(A)                                                 (B)  
 
Figura 4. Gráficos ilustrando o comportamento da BsCat1 em diferentes concentrações iniciais 
de enzima. A: ajustes não lineares do decaimento exponencial da concentração do substrato 
com o tempo reacional, para cada uma das concentrações de enzima avaliadas; B: gráfico 
ilustrando a proporção linear entre a concentração de enzima e a velocidade inicial (V0) (no 
intervalo das concentrações testadas). 
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 Adicionalmente, nestas condições iniciais a BsCat1 apresentou uma atividade 
específica de 103,2 U mg-1, onde 1 U é definida como a quantidade de enzima que 
catalisa a decomposição de 1 µmol de H2O2 por minuto.  
 
5.3.3.2 Otimização das condições reacionais: pH e temperatura 
É bem conhecido que o estado de ionização da enzima é importante para uma 
catálise eficiente, assim como a temperatura da reação enzimática. Neste contexto, a 
influência do pH (4 a 13) e da temperatura (25 a 60 ºC) na atividade catalítica da BsCat1 
(37 µg/mL) foi investigada utilizando 0,05% v/v de H2O2 (16,32 µM). As melhores 
condições de reação foram observadas nos ensaios em pH 10, que apresentaram as 
maiores velocidades iniciais para todas as temperaturas avaliadas (FIGURA 5). Os 
valores obtidos para as velocidades iniciais foram bastante próximos na faixa de 25 a 50 
ºC (~ 8,16 mM min-1), apresentando um máximo a 30 ºC (9,79 mM min-1). No entanto, 
observou-se um decréscimo significativo na velocidade inicial para o ensaio realizado a 
60 ºC (~ 4,9 mM min-1).  
 
 
Figura 5. Gráfico ilustrando a atividade relativa da BsCat1 em diferentes pHs e temperaturas. 
 
 Adicionalmente, observou-se que a BsCat1 é cataliticamente ativa em uma 
ampla faixa de pH (6 a 12) e temperatura (25 a 60 ºC).  
 
5.3.3.3 Determinação dos parâmetros cinéticos 
 Os experimentos e cálculos para determinação dos parâmetros cinéticos da 
BsCat1 foram realizados como descrito no item 5.2.4.3.  
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 Elevadas concentrações de peróxido de hidrogênio inibem a atividade catalítica 
das catalases, uma vez que promovem a decomposição oxidativa destas proteínas 
(Switala & Lowen, 2002). Devido a isto, as catalases não seguem o mecanismo cinético 
clássico de Michaelis-Menten, como demonstrado na Figura 6. Este gráfico da 
velocidade inicial versus a concentração de substrato claramente indica que não foi 
atingido o ponto de saturação da enzima, uma vez que não observou-se o típico platô 
que fornece a respectiva velocidade máxima de catálise. No entanto, observou-se 
nitidamente a inibição da atividade enzimática nas concentrações de H2O2 superiores a 
30 mM.  
 
 
Figura 6. Gráfico mostrando a inibição da atividade da BsCat1 em concentrações de H2O2 acima 
de 30 mM. 
 
 No entanto, é possível estimar os parâmetros da cinética enzimática utilizando 
concentrações inferiores de substrato (neste caso, 1 a 20 mM) e o gráfico de duplo-
recíproco de Lineweaver-Burke (FIGURA 7). 
 
Figura 7. Gráfico de duplo-recíproco de Lineweaver-Burke para obtenção dos parâmetros 
cinéticos da BsCat1. 
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 Nestas condições, os parâmetros cinéticos calculados para a BsCat1 foram Vmáx 
= 19,57 mM min-1, Km = 65,90 mM, kcat = 1087 s-1 e ε = 1,6.104 s-1 M-1. 
 A constante de Michaelis-Menten é utilizada como indicativo da afinidade de 
uma enzima por um substrato específico, ou seja, quanto menor o valor de Km, maior é 
a afinidade. Essa constante é dependente do número e das velocidades das etapas 
individuais de uma reação enzimática. Assim, comumente são utilizados os parâmetros 
cinéticos kcat e ε para comparar a eficiência catalítica de duas enzimas, ou a atuação de 
uma mesma enzima em substratos diferentes. 
O kcat representa o número de moléculas de substrato que são convertidas em 
produto por unidade de enzima, por unidade de tempo. Já a constante de especificidade 
ε está relacionada à afinidade da ligação do substrato com a enzima e com a 
capacidade catalítica desta. A constante possui um limite máximo teórico denominado 
limite de difusão, que se encontra entre 108 e 109 M-1.s-1. Se cada colisão entre a 
enzima e o substrato resultar em uma catálise, a velocidade global da formação do 
produto será limitada pela velocidade de difusão da enzima em solução. Enzimas que 
apresentam valores de ε próximos ao limite de difusão são consideradas cataliticamente 
perfeitas.  
Assim, os valores de kcat e ε obtidos para a BsCat1 confirmam a eficiência 
catalítica desta classe de enzimas, as quais comumente desempenham funções vitais 
nos organismos de origem. 
 
5.3.4 Caracterização biofísica da BsCat1 
5.3.4.1 Cromatografia de exclusão molecular analítica 
 A BsCat1 teve seu estado oligomério e MMapp da proteína em solução 
analisados por cromatografia de exclusão molecular analítica (CEM). A figura 8 mostra 
que a BsCat1 tem MMapp de 223 kDa, entre as proteínas apoferritina (480 kDa) e λ-
globulina (160 kDa). Considerando o valor da MM esperada do monômero de 59 kDa, o 
perfil de eluição da BsCat1 mostra que se trata de um oligômero, no caso, um tetrâmero 
de MM esperada de 236 kDa. A diferença entre a MM esperada (236 kDa) e a MMapp 
(223 kDa) pode ser explicada por um erro inerente à técnica de CEM, a qual usa como 
proteínas padrão apenas proteínas globulares, aquelas que apresentam razão friccional 
igual a 1 (ƒ/ƒo), a mesma de uma esfera em solução. Entretanto, proteínas existem em 
diversas formas e graus de assimetria que as distanciam do conceito globular. 
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Independentemente, a CEM é uma importante ferramenta para a estimativa da MMapp 
e o estado oligomérico da proteína em estudo (Winzor, 2011).  
 A curva de calibração de cromatografia de exclusão da BsCat1 pode ser 
visualizada na figura 8. 
 
   
Figura 8. Curva de calibração de cromatografia de exclusão molecular analítica para a BsCat1. 
As proteínas globulares padrão usadas foram: RNase A (ribonuclease A – 13,7 kDa); AnCr 
(anidrase carbônica – 30 kDa); BSA (albumina de soro bovino – 67 kDa); λ-G (λ-globulina – 160 
kDa) e Apf (apoferritina – 448 kDa). A massa molecular aparente estimada para a BsCat1 é de 
um tetrâmero de aproximadamente 223 kDa. Massa molecular do monômero de 59 kDa, sendo a 
massa esperada para o tetrâmero de ~236 kDa. 
 
 O raio de Stokes ou raio hidrodinâmico da proteína, cujo valor reflete a simetria 
ou assimetria da molécula, é mostrado na figura 9. O raio de Stokes (Rs) experimental 
para a BsCat1, estimado pela análise dos dados de CEM foi de 52 ± 1Å, enquanto que 
o Rs teórico dado pelo programa Sednterp foi de 41 ± 1Å. A razão entre o Rs 
experimental e o teórico que resulta na razão friccional (ƒ/ƒo) foi de 1,27, o que indica 
que a BsCat1 apresenta-se como um tetrâmero assimétrico em solução. 
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Figura 9. Cálculo do raio de Stokes da BsCat1. Gráfico de raio de Stokes em função de (-log 
Kav)1/2 foi construído para as proteínas do padrão da CEM e um ajuste linear dos pontos (reta 
preta) foi realizado. Com a equação da reta gerada, o raio de Stokes da BsCat1 foi estimado, 
sendo 52 ± 1 Å. 
 
5.3.4.2 Dicroísmo Circular  
Os espectros de CD para a BsCat1 foram coletados em duas condições de pH a 
fim de avaliar se havia mudanças relevantes na estutrutura secundária, uma vez que a 
enzima obteve alta atividade enzimática em pH 10. As análises de CD da BsCat1 foram 
feitas em 10 mM de fosfato de sódio pH 7,8,  pH de trabalho, basedo no ponto 
isoelétrico (pI) teórico (5,6) dado pelo programa Sednterp e em 50 mM de tampão 
glicina pH 10, pH máximo avaliado nos testes de atividade enzimática, no qual a 
catalase apresentou 80% de atividade relativa (FIGURA 5). Entretanto, após 
deconvolução não foi possível observar uma mudança significativa na composição da 
estrutura secundária. Sendo assim, a BsCat1 é uma enzima estável dentro da faixa de 
pH entre 7,8-10, apresentando-se enovelada (FIGURA 10).  
De acordo com a deconvolução feita pelo programa CDNN, a BsCat1 é 
composta por 29,6% de α-hélices, 42,6% de folhas β e 27,9% de random coils. Ainda 
não existem muitas informações acerca de estudos espectroscópicos para catalases, no 
entanto, algumas hemoproteínas são mais bem caracterizadas, a exemplo o citocromo 
do tipo c. O espectro de CD do citocromo c apresenta em ambos estados de valência do 
Fe (reduzido ou oxidado) um pico negativo bem definido na região 208-210 nm e um 
positivo na região 190-195 nm (Myer & Ajay., 2012). Na figura 8 está representado o 
gráfico de dicroísmo circular da BsCat1, com um perfil parecido ao do citocromo c. 
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Figura 10. Espectro de CD da BsCat1 recombinante em tampão fosfato pH 7,8 na concentração 
de 2,6 µM, coletado de 260-190 nm a 20 °C. 
 
5.3.4.3 Estabilidade térmica  
Nos experimentos de desenovelamento térmico da BsCat1 foram utilizados 6 µM 
de proteína em 10 mM de fosfato de sódio pH 7,8 e em tampão glicina 50 mM  pH 10. 
Nos testes funcionais, a catalase manteve atividade relativa de 80% a 50°C e 50% a 
60°C, além de exibir alta atividade em pH 10 (FIGURA 5). Sendo assim, a estabilidade 
térmica da BsCat1 foi avaliada sob um gradiente de temperatura em pH 7.8 e 10.  
 Na figura 11 está ilustrado o perfil de estabilidade da BsCat1 nos dois pHs 
avaliados. A BsCat1 é mais estável a altas temperaturas no pH 7,8, condição na qual 
apresentou Tm = 55 °C, isto é, o ponto em que metade da proteína encontra-se 
enovelada e metade desenovelada. Em pH 10, a BsCat1 apresentou Tm = 47 °C. 
Entretanto, até 40 °C nenhuma mudança estrutural significativa foi notada em ambas 
condições. É importante ressaltar que a BsCat1 não recuperou sua estrutura quando a 
temperatura retornou a 15 °C. 
 Embora a atividade enzimática da BsCat1 abranja um ampla faixa de pH, sua 
estrutura pode se tornar mais frágil em altas temperaturas em altos pHs. Podemos 
considerar que Tms de 47 e 55°C é alto para uma enzima, portanto, a BsCat1 se mostra 
estável, com estrutura secundária e atividade enzimática a altas temperatura, 
características ideais para uma enzima de aplicação biotecnológica. 
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Figura 11. Desenovelamento térmico da BsCat1 recombinante em pH 7,8 e 10 entre 15°C e 
90°C monitorado por CD a 222 nm. Os dados foram ajustados por função sigmoidal produzindo 
cada Tm apresentada.  
 
5.3.4.4 Fluorescência intrínseca do triptofano  
A estrutura terciária local da BsCat1 foi analisada nos dois pHs estudados (7,8 e 
10) em tampão fosfato 10 mM pH 7,8 e 50 mM de glicina pH 10, respectivamente, com 
6 µM de proteína. Foram utilizadas fendas de excitação e emissão de 1,0 mm e 
temperatura a 20 °C. A figura 12 mostra o espectro de emissão de fluorescência da 
BsCat1 no pH 7,8 e 10. Os valores de λmax e <λ> para a BsCat pH 7.8 foram de 324 ± 1 
e 335 ± 1 respecitvamente, e para a BsCat pH10 o λmax e  <λ> foram 326 ± 1 e 337 ± 1, 
respectivamente. Esses resultados indicam que os resíduos de triptofanos estão 
parcialmente expostos ao solvente em ambas as condições, uma vez que o espectro de 
emissão de fluorescência é uma média da contribuição de todos os resíduos de 
triptofano distribuídos ao longo da proteína. No caso da BsCat1 são os triptofanos: 
W128, W189, W207, W262, W288, W295 e W442. Nas condições avaliadas a BsCat1 
se mantém enovelada e com atividade, como atestado pelos testes enzimáticos. Mais 
uma vez, essa técnica confirma, juntamente com os dados de CD, que não há 
mudanças estruturais relevantes na BsCat1 nos pHs estudados. Em suma, a BsCat1 
mantém sua integridade estrutural em pHs mais extremos como 10.  
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Figura 12. Espectro de fluorescência da BsCat1 (pH 7,8 em preto e pH 10 em vermelho) obtidos 
pela excitação da amostra a 295 nm, com fluorescência coletada de 295 a 420 nm. O espectro 
de fluorescência reflete o ambiente dos resíduos de triptofano e a presença de estrutura terciária 
local. 
 
 Os ensaios com a BsCat1 mostraram que as características físico-químicas da 
enzima são bastante interessantes. Sua estabilidade térmica e sua atividade ótima em 
pH alcalino mostram que esta é uma catalase com grande potencial biotecnológico.  
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5 DISCUSSÃO GERAL 
 Os manguezais são ecossistemas de grande importância ecológica e 
econômica. São vitais para a alimentação e proteção de comunidades costeiras, 
fornecem ampla diversidade de produtos florestais, servem de berçário para espécies 
aquáticas, são grandes sequestradores de carbono atmosférico e são cruciais para a 
defesa natural contra impactos de erosão e da ação de tempestades. A atenção para a 
preservação destes ecossistemas  tem aumentado ao longo dos anos, quando foi 
evidenciada a sua importância como protetores da linha costeira (Van Lavieren et al., 
2012).  
 Apesar de sua importância, as áreas de manguezais foram reduzidas 
drasticamente ao longo de décadas e aproximadamente um quinto dos manguezais 
foram perdidos globalmente desde 1980, devido à ação antropogência. Os manguezais 
são afetados por forças de mercado, demanda industrial, expansão populacional, 
pobreza, políticas públicas, super extração e desflorestamento, drenagem e conversão 
para aquacultura, despejo de resíduos da agricultura, áreas urbanas e indústrias, 
derramamento de petróleo e dragagem deficiente (Spalding & Colling, 2010; Van 
Lavieren et al., 2012). As florestas de manguezais estão sendo desmatadas em uma 
velocidade de 3 a 5 vezes maior que outros tipos de florestas (Spalding & Collins, 
2010). 
 A importância ecológica dos manguezais vai muito além da presença de animais 
e plantas. Esses ecossistemas abrigam um arsenal de comunidades microbianas 
incomensurável, e estes micro-organismos que lá habitam são responsáveis por grande 
parte da riqueza e disponibilidade de nutrientes dos manguezais. 
 Mesmo sendo tão importantes, as comunidades microbianas nesse ecossistema 
ainda são pouco estudadas frente ao seu potencial. Os micro-organismos adaptados a 
esse ambiente podem ser fontes de novas enzimas e produtos naturais de interesse 
biotecnológico, sendo o estudo destas comunidades de grande relevância.  
 O manguezal de Bertioga sofreu um derramamento de petróleo no início dos 
anos 80 e desde então está em fase de recuperação. Nesse sentido, as comunidades 
microbianas atuam como peças fundamentais no auxílio à recuperação do ambiente, 
exercendo um papel a mais além da manutenção do manguezal. 
 Para descobrir quais comunidades microbianas estão presentes no manguezal 
de Bertioga e quais genes possuem a capacidade de produzir enzimas de interesse 
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industrial, o presente estudo utilizou diferentes abordagens: a metagenômica, através 
da construção de uma biblioteca fosmidial, e a triagem convencional de isolados 
bacterianos, na busca por enzimas hidrolíticas e catalases. 
 As análises da diversidade microbiana do sedimento de manguezal e 
recuperada na biblioteca metagenômica fosmidial mostrou que o grupo predominante foi  
Proteobacteria. Este grupo é o filo mais amplo e metabolicamente mais diverso dentre 
os filos do Domínio Bacteria (Madigan et al., 2009). Os manguezais são ambientes que 
sofrem constantes flutuações em sua composição, com variações de pH, O2 e 
distribuição de nutrientes (Macrae et al., 2013). Estas variações demandam plasticidade 
dos micro-organismos para que se adaptem às mudanças, e indivíduos do grupo 
Proteobacteria possuem vasta diversidade metabólica, que os auxilia nesta adaptação 
(Alain et al., 2012; Mortazavi et al., 2013; Varon-Lopez et al., 2014). A predominância de 
Proteobacteria em manguezais já foi descrita anteriormente, através de diferentes 
abordagens: Santos e colaboradores (2010 e 2011) estudaram manguezais pristinos 
através do pirosequenciamento de DNA extraído de sedimentos, na Restinga da 
Marambaia (RJ), e verificaram que o grupo mais abundante foi Proteobacteria seguido 
de Firmicutes e Acidobacteria. Dias e colaboradores (2010) utilizaram bibliotecas de 
clones e DGGE para demonstrar a predominância de Proteobacteria em sedimentos de 
manguezal pristino da Ilha do Cardoso (SP) e Andreote e colaboradores (2012) 
constataram através do sequenciamento direto de DNA de sedimentos de manguezais 
que o grupo Proteobacteria foi o dominante em Bertioga e na ilha do Cardoso (SP). 
Outros estudos em manguezais de diferentes partes do mundo também relataram o 
predomínio deste grupo (Ghosh et al., 2010, Liang et al., 2007), mostrando que 
organismos deste grupo são de extrema importância nos processos metabólicos que 
ocorrem nos manguezais.  
 É importante ressaltar que os dados analisados foram originados de uma 
biblioteca metagenômica, que é clonada em células de E. coli e que se a trimagem não 
for eficiente, pode acontecer uma super representação de Proteobacteria, que foi o que 
ocorreu com os dados provenientes do pirosequenciamento 454. 
 A distribuição em filos seguiu um padrão semelhante para todos os conjuntos de 
dados, porém foi observado que as anotações realizadas pelo IMG/M (contigs) 
recuperaram maiores porcentagens de Plantomycetes e Chloroflexi quanto comparadas 
com as anotações feitas pelo MG-RAST (reads), que detectou maiores porcentagens de 
Firmicutes. Ao passo que o número de sequências afiliadas à Planctomycetes e 
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Chloroflexi aumentaram no conjunto de dados de sequências montadas e anotadas com 
IMG/M, o número de sequências afiliadas a Proteobacteria diminuiu, mostrando que no 
processo de montagem das sequências em contigs há uma redistribuição em nível de 
filo. O mesmo ocorreu em nível de classe, onde houve uma redução de sequências 
afiliadas à Alfaproteobacteria e aumento de Deltaproteobacteria e também da classe 
Actinobacteria.  
 Sequências obtidas de estudos metagenômicos de amostras ambientais são 
fragmentadas, e cada fragmento foi sequenciado a partir de uma espécie específica. No 
entanto, pode haver muitas espécies diferentes em uma mesma amostra, das quais os 
genomas completo não estão disponíveis para comparação. Em muitos casos é 
impossível determinar a verdadeira espécie de origem de uma sequência. O tamanho 
dos fragmentos pode variar de 20 pb a 700 pb, dependendo do método de 
sequenciamento e sequências curtas dissociadas de suas espécies de origem podem 
ser montadas em contigs normalmente não maiores que 5.000 pb. Por vezes, até a 
montagem de uma unidade transcricional completa pode ser problemática (Wooley et 
al., 2010). Desta forma, pode-se afirmar que os dados obtidos das anotações realizadas 
pelo IMG/M a partir de sequências montadas fornecem um conjunto de informações 
mais confiável do que aquelas provenientes de anotações de reads, as quais são 
sequências muito curtas. Mesmo com o perfil de distribuição taxonômica semelhante 
entre os conjuntos de dados, anotações realizadas com sequências montadas oferecem 
informações mais acuradas e de maior credibilidade.  
 A distribuição funcional das sequências tanto a partir dos reads quanto dos 
contigs apresentou maiores frequências de sequências relacionadas ao metabolismo 
celular, como metabolismo de carboidratos, aminoácidos e proteínas, para as anotações 
nos dois pipelines. Este padrão de distribuição é comumente observado em estudos 
metagenômicos de diferentes amostras, como ecossistema lacustre (Debroas et al., 
2011), lago de salinidade intermediária (Fernández et al., 2014), solo de pradaria 
(Delmont et al., 2012), lodo de águas residuais de refinaria de petróleo (Silva et al. 
2012), dentre outros ambientes. Em menores frequências, porém não menos 
importantes, foram observadas sequências de metabolismo de carbono, de resposta ao 
estresse, de metabolismo de compostos secundários, hidrocarbonetos e xenobióticos. 
Estes resultados mostram que as comunidades microbianas presentes no ambiente 
impactado são capazes de se adaptarem às condições adversas, fazendo uso de 
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ferramentas metabólicas para esta adaptação e também para manutenção e 
recuperação do sistema.  
 Com relação à afiliação taxonômica das sequências de esterase, lipase e 
protease, foi interessante observar que, excetuando-se os grupos dominantes 
Proteobacteria e Actinobacteria, cada uma das hidrolases estudadas foi produzida por 
um grupo taxonômico distinto. O filo Planctomycetes se destacou dentre os grupos 
produtores de enzimas lipolíticas e, visto que poucas espécies de Plantomycetes são 
cultiváveis, o conhecimento sobre as características deste grupo é limitado (Woebken et 
al., 2007). Não há estudos que elucidem que espécies de Planctomycetes são 
importantes produtores de enzimas lipolíticas e os resultados obtidos com a biblioteca 
metagenômica mostram que indivíduos não cultiváveis deste filo podem ser potenciais 
produtores de esterases e lipases.  
 A afiliação taxonômica das sequências de lipases mostrou outra informação 
interessante, uma vez que o filo Acidobacteria também foi destaque e pouquíssima 
informação acerca deste filo está disponível (Ward et al., 2009). Ainda não se sabe se 
esse filo é potencialmente produtor de lipases, pois não há estudos que forneçam esta 
informação, porém os resultados deste trabalho evidenciam que este filo é promissor no 
que tange a exploração de genes responsáveis por atividade lipolítica. 
 Já com relação às proteases, a afiliação das sequências mostrou que os filos 
Bacteroidetes e Chloroflexi foram os grandes responsáveis pelas sequências de 
proteases depois dos grupos Proteobacteria e Actinobacteria. Fernández-Goméz e 
colaboradores (2013) estudaram os genomas de 4 isolados de Bacteroidetes marinhos 
e relataram grande quantidade de proteases. Ainda, Gómez-Pereira e colaboradores 
(2012) sequenciaram 76 clones fosmidiais de Bacteroidetes de origem marinha e 
verificaram que todos continham genes de peptidases. Estes resultados corroboram 
com os resultados encontrados na biblioteca metagenômica de sedimento de 
manguezal de Bertioga, e mostram que este filo possui grande potencial para produção 
desta classe de enzimas. 
 Por outro lado, ainda não há relatos de proteases de origem metagenômica 
afiliadas ao filo Chloroflexi. Membros desse grupo são capazes de produzir proteases 
(Kaushik & Sowdhamini, 2014; Yamada & Sekiguchi, 2009) mas são difíceis de cultivar 
(Davis et al., 2011). Estes dados enfatizam a necessidade de explorar esse grupo de 
micro-organismos através da abordagem metagenômica, uma vez que são pouco 
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estudados porém possuem um grande potencial para produção de enzimas 
proteolíticas. 
 A triagem funcional da biblioteca metagenômica na busca por esterases e 
lipases não foi bem sucedida. No entanto, levando em consideração que foram triados 
4.800 clones da biblioteca (37%), há a possibilidade da biblioteca conter alguma enzima 
lipolítica nos clones que não foram submetidos à triagem. A metodologia utilizada se 
mostrou deficiente, evidenciando que o teste não é específico para estas enzimas. A 
triagem com LB ágar tributirina deve ser sucedido de outro teste que comprove a 
atividade específica da enzima antes do clone ser submetido ao sequenciamento e 
outros ensaios. O mesmo aconteceu com os ensaios com meio LB ágar adicionado de 
1% de Skim Milk para detecção de atividade de proteases. Este método é utilizado 
como triagem inicial e diversos estudos utilizando Skim Milk (2%) foram bem sucedidos 
(Wemheuer et al, 2013; Pushpan et al., 2011; Neveu et al., 2011). Não há como prever 
a eficácia desta metodologia para a triagem de determinada biblioteca metagenômica e, 
por este motivo, a triagem com LB ágar adicionado de Skim Milk permanece válida 
como opção rápida para a triagem inicial de clones metagenômicos. No presente estudo 
optamos por uma metodologia alternativa com utilização de sondas, e esta abordagem 
apresentou-se mais eficiente. Ensaios futuros com os clones que apresentaram 
atividade proteolítica devem ser realizados com a finalidade de comprovar a atividade e 
caracterizar a enzima, o que será inédito em relação à utilização da sonda Abz e 
sistema FRET para a detecção de enzimas proteolíticas em biblioteca metagenômica. 
 A busca por enzimas lipolíticas a partir de isolados de bactérias provenientes de 
sedimento de manguezal foi mais eficiente, uma vez que suas atividades não 
dependem de sistema de expressão heteróloga. Para os isolados, a utilização de meios 
de cultura específicos (LB ágar tributirina e LB ágar com azeite de oliva e rodamina B) 
foi bem sucedida e os resultados foram confirmados em ensaios de atividade utilizando 
sondas específicas. A esterase produzida pela Gordonia sp. ainda não foi submetida a 
testes de expressão e caracterização, porém foi bastante eficiente nos testes com as 
sondas e pode ter um potencial lipolítico interessante. A lipase do Bacillus safensis foi 
eficiente nos testes com sonda LIP, expressou em pET28a / Rosetta e está na fração 
solúvel. Este resultado é bastante interessante uma vez que não há lipases de Bacillus 
safensis caracterizadas e esta enzima pode ter características peculiares por ser 
proveniente de amostra de sedimento de manguezal. 
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 Nas análises in silico dos genomas da Gordonia sp. e do Bacillus safensis para 
busca de genes de catalase foi selecionada uma sequência do Bacillus safensis. O 
gene da catalase foi amplificado, a proteína super-expressa e caracterizada, mostrando 
atividade em amplo intervalo de pH e temperatura. A catalase permaneceu estável até 
temperatura de 40º C e seu melhor pH de atuação foi definido em pH 10. Por ser uma 
enzima amplamente utilizada nas indústrias têxtil, de alimentos, limpeza e cosmética 
(Phucharoen et al., 2002), as características da catalase do Bacillus safensis oferece 
uma enzima estável e versátil e que pode apresentar vantagens quando da sua 
utilização em processos industriais. 
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6 CONCLUSÕES 
I – As análises da diversidade taxonômica da biblioteca metagenômica de sedimento de 
manguezal de Bertioga revelaram que a amostra apresenta complexa comunidade 
microbiana, evidenciando a ampla diversidade metabólica e genética dos micro-
organismos que lá habitam e que são responsáveis pela manutenção e recuperação do 
ecossistema; 
 
II – As duas tecnologias utilizadas no sequenciamento da biblioteca metagenômica (454 
e Illumina) recuperaram os mesmos perfis taxonômicos, sugerindo que a eficiência 
destas foi semelhante mesmo com a diferença de quantidade de dados gerados; 
 
III – As plataformas de anotação utilizadas (MG-RAST e IMG/M) para análise dos dados 
de sequências resultaram em perfis taxonômicos semelhantes, sendo que as maiores 
mudanças observadas foram resultado do prévio tratamento das sequências antes da 
anotação. A anotação de contigs ao invés da anotação de reads mostrou-se mais 
eficiente e criteriosa, e gerou dados mais consistentes; 
 
IV – Os resultados das afiliações taxonômicas das sequências realizadas pelo MG-
RAST com relação às esterases, lipases e proteases evidenciou que grande quantidade 
das sequências destas hidrolases pertencem a grupos taxonômicos pouco estudados, 
ou de difícil cultivo, ou ainda não cultivados. Em adição, na maioria dos casos as 
sequências mostraram-se relacionadas a grupos ainda não descritos como produtores 
destas enzimas, destacando a importância do estudo metagenômico na busca por 
novos compostos bioativos; 
 
V – As triagens funcionais realizadas com os clones na busca por atividades de 
esterases, lipases e proteases mostraram algumas deficiências nos protocolos 
utilizados, porém as triagens com a sonda Abz na busca por proteases se mostrou 
eficiente e sensível, oferecendo uma abordagem diferenciada para a triagem desta 
enzima. A inexistência de estudos utilizando este protocolo em bibliotecas 
metagenômicas abre perspectivas sem precedentes na área, endossando a premissa 
de que não são todos os protocolos de triagem que se mostram eficientes para 
determinados estudos e que alternativas devem ser testadas em cada caso; 
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VI – A estratégia convencional de triagem de isolados bacterianos na busca por 
esterases e lipases em meios de cultura específicos foi bastante eficiente. Os resultados 
destes ensaios foram confirmados em ensaios de biocatálise com sondas e foram 
encontrados dois isolados de destaque na hidrólise de ácidos graxos: Gordonia sp. 
CBMAI 1670 e Bacillus safensis CBMAI1669; 
 
VII – Análise in silico dos genomas dos isolados e análises subsequentes das 
sequências selecionadas foi de extrema eficiência na busca das sequências de 
esterase da Gordonia sp., e de lipase e catalase do Bacillus safensis. Estas análises 
permitiram não somente o acesso direto às informações genéticas das bactérias mas 
também auxiliaram na seleção das sequências através de programas de predição da 
localização da proteína, parâmetros químicos e físicos, presença de sítio ativo e para 
desenho dos primers para clonagem em vetor de expressão, economizando tempo e 
gastos com novos testes funcionais; 
 
VIII – Uma lipase do Bacillus safensis CBMAI 1669 foi clonada e expressa com sucesso. 
Esta está solúvel e tem tamanho de 23,7 kDa.  
 
IX – Uma catalase do Bacillus safensis CBMAI 1669 foi clonada e expressa com 
sucesso, é solúvel e ativa nos intervalos de pH de 6 a 12 e temperatura de 25 a 50 ºC, 
com atividade ótima em pH 10 e 30 ºC, mas estável até 40 ºC. É um homotetrâmero de 
massa molecular esperada de 236 kDa, com cada um dos monômeros de 59 kDa. A 
catalase do B. safesis não difere estruturalmente das demais heme-catalases já 
descritas, no entanto suas características funcionais a destacam das demais em função 
do pH ótimo de 10 e estabilidade térmica neste pH. 
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7 PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS 
- Finalização das triagens de proteases na biblioteca metagenômica com a sonda Abz; 
 
- Análise do clone com alta atividade de protease em pH 9,0 (Placa 15, clone D10) que 
foi submetido ao sequenciamento, para posterior desenho de pares de primers 
específicos para amplificação do gene responsável pela atividade enzimática e 
expressão heteróloga; 
 
- Caracterização funcional e estrutural da lipase do Bacillus safensis CBMAI 1669 
 
- Clonagem, expressão e caracterização funcional e estrutural da esterase da Gordonia 
sp. CBMAI 1670; 
 
- Testes de estabilidade frente a solventes orgânicos com a catalase do Bacillus 
safensis CBMAI 1669, para finalização da caracterização da enzima. 
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Anexo 1. Distribuição taxonômica das sequências de esterases dos sequenciamentos por 454 e Illumina. Abundância 
funcional dada pelo SEED e afiliação taxonômica realizada pelo M5NR (ambos calculados utilizando parâmetros default: 
e-value cutoff de 1e-5, cutoff de identidade mínima de 60% e cutoff de alinhamento mínimo de 15). 
 
(continua) 
METAGENOMA DOMÍNIO FILO CLASSE ABUNDÂNCIA 
Média E-
value 
Média % 
identidade 
Média 
alinhamento 
Nº 
hits 
ILLUMINA Archaea Crenarchaeota Thermoprotei 3083 -5.26 73.57 29.83 617 
454 Archaea Crenarchaeota Thermoprotei 78 -11.65 62.94 53.69 45 
454 Archaea Euryarchaeota Archaeoglobi 537 -18.58 64.51 68.60 204 
ILLUMINA Archaea Euryarchaeota Halobacteria 5864 -5.55 76.12 30.00 1078 
454 Archaea Euryarchaeota Halobacteria 269 -14.94 63.63 62.28 212 
ILLUMINA Archaea Euryarchaeota Methanococci 1957 -6.19 81.80 30.34 193 
ILLUMINA Archaea Euryarchaeota Methanomicrobia 63872 -6.00 77.88 30.17 3547 
454 Archaea Euryarchaeota Methanomicrobia 888 -21.43 65.28 74.54 514 
454 Archaea Euryarchaeota Methanopyri 225 -17.11 63.39 66.80 99 
ILLUMINA Archaea Euryarchaeota Thermococci 3820 -5.55 76.23 30.04 334 
454 Archaea Euryarchaeota Thermococci 269 -16.54 64.86 64.44 124 
ILLUMINA Archaea Euryarchaeota 
unclassified (derived from 
Euryarchaeota) 8837 -5.77 77.10 30.03 555 
454 Archaea Euryarchaeota 
unclassified (derived from 
Euryarchaeota) 437 -19.51 65.32 70.24 224 
ILLUMINA Archaea Korarchaeota 
unclassified (derived from 
Korarchaeota) 3349 -5.44 74.99 29.98 250 
454 Archaea Korarchaeota 
unclassified (derived from 
Korarchaeota) 181 -17.33 63.86 66.99 94 
ILLUMINA Bacteria Acidobacteria Solibacteres 146306 -6.07 78.63 30.02 3941 
454 Bacteria Acidobacteria Solibacteres 7662 -23.84 67.24 77.87 2289 
ILLUMINA Bacteria Acidobacteria 
unclassified (derived from 
Acidobacteria) 81433 -6.12 79.13 30.10 2433 
454 Bacteria Acidobacteria 
unclassified (derived from 
Acidobacteria) 3738 -25.04 67.78 80.20 1305 
ILLUMINA Bacteria Actinobacteria Actinobacteria (class) 1511523 -6.53 82.68 29.97 
10408
8 
454 Bacteria Actinobacteria Actinobacteria (class) 58897 -25.08 68.21 80.91 31670 
ILLUMINA Bacteria Aquificae Aquificae (class) 17928 -5.99 78.66 30.11 992 
454 Bacteria Aquificae Aquificae (class) 500 -22.81 64.95 79.26 238 
ILLUMINA Bacteria Bacteroidetes Bacteroidia 64941 -6.33 80.10 30.15 6534 
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Anexo 1. Distribuição taxonômica das sequências de esterases dos sequenciamentos por 454 e Illumina. Abundância 
funcional dada pelo SEED e afiliação taxonômica realizada pelo M5NR (ambos calculados utilizando parâmetros default: 
e-value cutoff de 1e-5, cutoff de identidade mínima de 60% e cutoff de alinhamento mínimo de 15). 
 
(continuação) 
METAGENOMA DOMÍNIO FILO CLASSE ABUNDÂNCIA 
Média E-
value 
Média % 
identidade 
Média 
alinhamento 
Nº 
hits 
 
454 Bacteria Bacteroidetes Bacteroidia 1918 -21.52 66.23 73.35 1082 
ILLUMINA Bacteria Bacteroidetes Cytophagia 72206 -6.15 78.38 29.99 4968 
454 Bacteria Bacteroidetes Cytophagia 2989 -22.77 66.19 75.86 1624 
ILLUMINA Bacteria Bacteroidetes Flavobacteriia 195042 -6.53 80.84 30.23 10329 
454 Bacteria Bacteroidetes Flavobacteriia 4254 -31.54 70.70 89.15 1897 
ILLUMINA Bacteria Bacteroidetes Sphingobacteriia 35334 -6.12 78.14 30.03 3137 
454 Bacteria Bacteroidetes Sphingobacteriia 1453 -23.49 66.04 77.01 862 
ILLUMINA Bacteria Bacteroidetes 
unclassified (derived from 
Bacteroidetes) 74932 -5.83 77.60 30.07 3632 
454 Bacteria Bacteroidetes 
unclassified (derived from 
Bacteroidetes) 4059 -22.40 65.66 77.40 1703 
ILLUMINA Bacteria Chlamydiae Chlamydiia 6173 -6.31 79.09 30.15 390 
ILLUMINA Bacteria Chlorobi Chlorobia 108296 -6.19 79.06 30.21 7007 
454 Bacteria Chlorobi Chlorobia 1867 -23.89 66.60 79.45 1015 
ILLUMINA Bacteria Chloroflexi Chloroflexi (class) 269139 -6.00 78.72 30.17 10286 
454 Bacteria Chloroflexi Chloroflexi (class) 11543 -23.36 66.91 78.48 4479 
ILLUMINA Bacteria Chloroflexi Dehalococcoidetes 38532 -6.11 79.05 30.22 1606 
454 Bacteria Chloroflexi Dehalococcoidetes 1418 -23.83 67.23 78.49 652 
ILLUMINA Bacteria Chloroflexi Thermomicrobia (class) 58106 -6.08 79.10 30.17 2082 
454 Bacteria Chloroflexi Thermomicrobia (class) 2987 -24.74 66.64 81.69 1109 
ILLUMINA Bacteria Cyanobacteria Gloeobacteria 23393 -5.91 77.92 30.13 1520 
454 Bacteria Cyanobacteria Gloeobacteria 1333 -19.48 64.61 72.35 635 
ILLUMINA Bacteria Cyanobacteria 
unclassified (derived from 
Cyanobacteria) 112048 -6.01 78.45 30.15 9575 
454 Bacteria Cyanobacteria 
unclassified (derived from 
Cyanobacteria) 3474 -21.56 65.86 74.92 1756 
ILLUMINA Bacteria Deferribacteres Deferribacteres (class) 13637 -6.34 79.88 30.29 999 
454 Bacteria Deferribacteres Deferribacteres (class) 399 -24.89 66.08 82.02 265 
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Anexo 1. Distribuição taxonômica das sequências de esterases dos sequenciamentos por 454 e Illumina. Abundância 
funcional dada pelo SEED e afiliação taxonômica realizada pelo M5NR (ambos calculados utilizando parâmetros default: 
e-value cutoff de 1e-5, cutoff de identidade mínima de 60% e cutoff de alinhamento mínimo de 15). 
 
(continuação) 
METAGENOMA DOMÍNIO FILO CLASSE ABUNDÂNCIA 
Média E-
value 
Média % 
identidade 
Média 
alinhamento 
Nº 
hits 
 
ILLUMINA Bacteria 
Deinococcus-
Thermus Deinococci 79193 -5.97 78.68 30.11 5872 
454 Bacteria 
Deinococcus-
Thermus Deinococci 1842 -21.89 66.05 76.22 1112 
ILLUMINA Bacteria Dictyoglomi Dictyoglomia 16797 -5.82 76.62 30.27 1225 
454 Bacteria Elusimicrobia Elusimicrobia (class) 79 -20.46 64.54 73.08 75 
ILLUMINA Bacteria Firmicutes Bacilli 136353 -5.95 79.30 30.07 21866 
454 Bacteria Firmicutes Bacilli 2007 -18.72 64.69 69.84 1704 
ILLUMINA Bacteria Firmicutes Clostridia 362319 -5.94 77.88 30.22 24258 
454 Bacteria Firmicutes Clostridia 13648 -21.98 64.82 77.08 6904 
ILLUMINA Bacteria Firmicutes Erysipelotrichi 2312 -5.62 76.16 30.19 446 
ILLUMINA Bacteria Firmicutes Negativicutes 3332 -5.92 78.42 30.22 454 
ILLUMINA Bacteria Fusobacteria Fusobacteriia 13411 -6.21 80.47 30.08 942 
454 Bacteria Fusobacteria Fusobacteriia 147 -20.66 65.15 75.09 121 
ILLUMINA Bacteria Planctomycetes Planctomycetia 661930 -6.53 81.31 30.06 10317 
454 Bacteria Planctomycetes Planctomycetia 29105 -28.73 71.30 83.80 6112 
ILLUMINA Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria 2580804 -6.73 83.16 30.18 
15129
5 
454 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria 91488 -31.87 71.60 91.48 43965 
ILLUMINA Bacteria Proteobacteria Betaproteobacteria 968850 -6.61 82.11 30.17 68837 
454 Bacteria Proteobacteria Betaproteobacteria 33181 -26.01 68.52 82.17 17638 
ILLUMINA Bacteria Proteobacteria Deltaproteobacteria 1532475 -6.19 79.58 30.20 53916 
454 Bacteria Proteobacteria Deltaproteobacteria 65043 -26.08 67.80 82.99 23881 
ILLUMINA Bacteria Proteobacteria Epsilonproteobacteria 28783 -6.04 79.33 30.05 2881 
454 Bacteria Proteobacteria Epsilonproteobacteria 874 -20.80 65.57 73.51 443 
ILLUMINA Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria 2276126 -6.77 83.37 30.19 
14100
5 
454 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria 83952 -26.48 71.35 80.55 31708 
  
 151
Anexo 1. Distribuição taxonômica das sequências de esterases dos sequenciamentos por 454 e Illumina. Abundância 
funcional dada pelo SEED e afiliação taxonômica realizada pelo M5NR (ambos calculados utilizando parâmetros default: 
e-value cutoff de 1e-5, cutoff de identidade mínima de 60% e cutoff de alinhamento mínimo de 15). 
 
(conclusão) 
METAGENOMA DOMÍNIO FILO CLASSE ABUNDÂNCIA 
Média E-
value 
Média % 
identidade 
Média 
alinhamento 
Nº 
hits 
 
ILLUMINA Bacteria Proteobacteria 
unclassified (derived from 
Proteobacteria) 45485 -6.31 80.42 30.16 1517 
454 Bacteria Proteobacteria 
unclassified (derived from 
Proteobacteria) 1891 -27.04 68.41 83.94 627 
ILLUMINA Bacteria Spirochaetes Spirochaetia 12779 -6.12 79.28 30.15 1372 
ILLUMINA Bacteria Synergistetes Synergistia 18555 -6.03 78.29 30.23 1457 
ILLUMINA Bacteria Tenericutes Mollicutes 442 -5.93 79.64 30.15 121 
ILLUMINA Bacteria Thermotogae Thermotogae (class) 36544 -5.71 76.75 30.15 2973 
454 Bacteria Thermotogae Thermotogae (class) 829 -21.52 64.66 76.64 431 
ILLUMINA Bacteria 
Verrucomicrobi
a Opitutae 51780 -6.18 78.99 29.95 2166 
454 Bacteria 
Verrucomicrobi
a Opitutae 2651 -25.16 67.61 80.46 1008 
ILLUMINA Bacteria 
Verrucomicrobi
a 
unclassified (derived from 
Verrucomicrobia) 12601 -6.29 79.50 30.07 799 
454 Bacteria 
Verrucomicrobi
a 
unclassified (derived from 
Verrucomicrobia) 530 -22.96 66.97 76.23 270 
ILLUMINA Bacteria 
unclassified 
(derived from 
Bacteria) unclassified (derived from Bacteria) 36747 -6.06 78.74 30.16 1432 
454 Bacteria 
unclassified 
(derived from 
Bacteria) unclassified (derived from Bacteria) 1666 -25.17 66.94 81.71 703 
ILLUMINA Eukaryota Arthropoda Insecta 1615 -5.71 77.36 29.87 373 
ILLUMINA Eukaryota Chordata Actinopterygii 1797 -5.54 76.29 29.60 430 
ILLUMINA Eukaryota Chordata Aves 4170 -8.01 92.61 30.11 166 
ILLUMINA Eukaryota Chordata Mammalia 4529 -5.72 76.75 29.76 1140 
ILLUMINA Eukaryota Nematoda Chromadorea 1646 -5.65 77.58 29.83 374 
ILLUMINA Eukaryota Streptophyta 
unclassified (derived from 
Streptophyta) 9337 -6.04 78.37 29.99 1470 
ILLUMINA unassigned unassigned unassigned 2142271 -6.33 80.40 30.17 99797 
454 unassigned unassigned unassigned 54576 -25.16 67.45 81.10 19309 
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Anexo 2. Distribuição taxonômica das sequências de lipases dos sequenciamentos por 454 e Illumina. Abundância 
funcional dada pelo SEED e afiliação taxonômica realizada pelo M5NR (ambos calculados utilizando parâmetros default: 
e-value cutoff de 1e-5, cutoff de identidade mínima de 60% e cutoff de alinhamento mínimo de 15). 
 
(continua) 
METAGENOMA DOMÍNIO FILO CLASSE ABUNDÂNCIA 
Média E-
value 
Média % 
identidade 
Média 
alinhamento 
Nº 
hits 
ILLUMINA Archaea Crenarchaeota Thermoprotei 5685 -5.40 74.29 29.97 673 
ILLUMINA Archaea Euryarchaeota Archaeoglobi 10096 -5.63 76.24 29.88 528 
ILLUMINA Archaea Euryarchaeota Halobacteria 3535 -5.49 75.81 29.86 741 
454 Archaea Euryarchaeota Halobacteria 106 -15.25 63.14 62.82 94 
ILLUMINA Bacteria Acidobacteria Solibacteres 146306 -6.07 78.63 30.02 3941 
454 Bacteria Acidobacteria Solibacteres 7662 -23.84 67.24 77.87 2289 
ILLUMINA Bacteria Acidobacteria 
unclassified (derived from 
Acidobacteria) 81433 -6.12 79.13 30.10 2433 
454 Bacteria Acidobacteria 
unclassified (derived from 
Acidobacteria) 3738 -25.04 67.78 80.20 1305 
ILLUMINA Bacteria Actinobacteria Actinobacteria (class) 1315998 -6.54 82.81 29.96 88148 
454 Bacteria Actinobacteria Actinobacteria (class) 35334 -24.74 69.42 78.86 17987 
ILLUMINA Bacteria Bacteroidetes Bacteroidia 51531 -6.21 79.03 30.08 4489 
ILLUMINA Bacteria Bacteroidetes Cytophagia 48297 -6.12 78.08 29.99 3167 
454 Bacteria Bacteroidetes Cytophagia 1477 -21.67 66.06 73.52 730 
ILLUMINA Bacteria Bacteroidetes Flavobacteriia 134817 -6.46 80.22 30.20 6320 
454 Bacteria Bacteroidetes Flavobacteriia 1908 -27.56 68.16 83.31 935 
ILLUMINA Bacteria Bacteroidetes Sphingobacteriia 21076 -6.12 77.73 30.07 1804 
454 Bacteria Bacteroidetes Sphingobacteriia 762 -24.46 65.54 79.79 491 
ILLUMINA Bacteria Bacteroidetes 
unclassified (derived from 
Bacteroidetes) 28167 -5.79 77.80 30.02 1514 
454 Bacteria Bacteroidetes 
unclassified (derived from 
Bacteroidetes) 1612 -21.17 65.48 75.27 693 
ILLUMINA Bacteria Chlorobi Chlorobia 47881 -6.14 78.72 30.24 3362 
454 Bacteria Chlorobi Chlorobia 326 -27.71 66.70 87.20 190 
ILLUMINA Bacteria Chloroflexi Chloroflexi (class) 127403 -5.98 78.61 30.18 6125 
454 Bacteria Chloroflexi Chloroflexi (class) 2599 -22.38 66.35 76.70 1111 
ILLUMINA Bacteria Chloroflexi Dehalococcoidetes 23213 -6.15 79.43 30.22 981 
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Anexo 2. Distribuição taxonômica das sequências de lipases dos sequenciamentos por 454 e Illumina. Abundância 
funcional dada pelo SEED e afiliação taxonômica realizada pelo M5NR (ambos calculados utilizando parâmetros default: 
e-value cutoff de 1e-5, cutoff de identidade mínima de 60% e cutoff de alinhamento mínimo de 15). 
 
(continuação) 
METAGENOMA DOMÍNIO FILO CLASSE ABUNDÂNCIA 
Média E-
value 
Média % 
identidade 
Média 
alinhamento 
Nº 
hits 
 
454 Bacteria Chloroflexi Dehalococcoidetes 593 -23.06 67.45 76.38 300 
ILLUMINA Bacteria Cyanobacteria Gloeobacteria 21188 -5.92 77.97 30.12 1233 
ILLUMINA Bacteria Cyanobacteria 
unclassified (derived from 
Cyanobacteria) 55757 -6.08 78.99 30.17 4780 
454 Bacteria Cyanobacteria 
unclassified (derived from 
Cyanobacteria) 1798 -21.56 66.70 75.02 864 
ILLUMINA Bacteria 
Deferribactere
s Deferribacteres (class) 13631 -6.32 79.75 30.29 990 
ILLUMINA Bacteria 
Deinococcus-
Thermus Deinococci 40921 -5.98 78.91 30.09 3194 
454 Bacteria 
Deinococcus-
Thermus Deinococci 895 -20.21 66.19 72.26 491 
ILLUMINA Bacteria Dictyoglomi Dictyoglomia 9287 -5.81 76.60 30.28 641 
ILLUMINA Bacteria Firmicutes Bacilli 64761 -5.89 78.50 30.07 8233 
454 Bacteria Firmicutes Bacilli 824 -18.57 63.83 70.43 658 
ILLUMINA Bacteria Firmicutes Clostridia 87898 -5.85 77.58 30.18 7343 
454 Bacteria Firmicutes Clostridia 2234 -20.51 63.99 75.31 1323 
ILLUMINA Bacteria Fusobacteria Fusobacteriia 16029 -6.49 81.56 30.15 1166 
454 Bacteria Fusobacteria Fusobacteriia 143 -20.85 66.35 73.14 116 
ILLUMINA Bacteria 
Planctomycete
s Planctomycetia 334290 -6.46 80.74 30.05 6191 
454 Bacteria 
Planctomycete
s Planctomycetia 16223 -26.76 69.67 81.39 3977 
ILLUMINA Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria 2133856 -6.67 82.58 30.19 
11814
6 
454 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria 60976 -31.92 71.54 91.58 29213 
ILLUMINA Bacteria Proteobacteria Betaproteobacteria 704247 -6.69 82.61 30.17 46400 
454 Bacteria Proteobacteria Betaproteobacteria 20180 -25.83 68.61 81.52 10159 
ILLUMINA Bacteria Proteobacteria Deltaproteobacteria 701925 -6.25 79.82 30.23 21710 
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Anexo 2. Distribuição taxonômica das sequências de lipases dos sequenciamentos por 454 e Illumina. Abundância 
funcional dada pelo SEED e afiliação taxonômica realizada pelo M5NR (ambos calculados utilizando parâmetros default: 
e-value cutoff de 1e-5, cutoff de identidade mínima de 60% e cutoff de alinhamento mínimo de 15). 
 
(conclusão) 
METAGENOMA DOMÍNIO FILO CLASSE ABUNDÂNCIA 
Média E-
value 
Média % 
identidade 
Média 
alinhamento 
Nº 
hits 
 
454 Bacteria Proteobacteria Deltaproteobacteria 24657 -27.54 68.26 85.58 8643 
ILLUMINA Bacteria Proteobacteria Epsilonproteobacteria 7907 -5.98 78.20 30.08 1285 
454 Bacteria Proteobacteria Epsilonproteobacteria 355 -18.19 63.95 69.50 284 
ILLUMINA Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria 1903511 -7.00 84.69 30.21 
10876
2 
454 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria 51683 -26.32 68.13 83.40 20710 
ILLUMINA Bacteria Thermotogae Thermotogae (class) 21798 -5.91 77.58 30.20 1501 
454 Bacteria Thermotogae Thermotogae (class) 833 -20.18 64.96 72.04 424 
ILLUMINA Bacteria 
Verrucomicrobi
a Opitutae 51767 -6.17 78.94 29.96 2151 
454 Bacteria 
Verrucomicrobi
a Opitutae 2632 -25.06 67.64 80.26 998 
ILLUMINA Eukaryota Nematoda Chromadorea 1646 -5.65 77.58 29.83 374 
ILLUMINA Eukaryota Streptophyta Liliopsida 1693 -5.79 76.78 30.04 282 
454 Eukaryota Streptophyta Liliopsida 26 -12.22 66.17 52.06 21 
ILLUMINA Eukaryota Streptophyta 
unclassified (derived from 
Streptophyta) 8924 -6.01 78.27 29.97 1272 
ILLUMINA unassigned unassigned unassigned 1552328 -6.43 80.91 30.19 65851 
454 unassigned unassigned unassigned 37725 -27.97 68.94 85.46 12328 
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Anexo 3. Distribuição taxonômica das sequências de proteases dos sequenciamentos por 454 e Illumina. Abundância 
funcional dada pelo SEED e afiliação taxonômica realizada pelo M5NR (ambos calculados utilizando parâmetros default: 
e-value cutoff de 1e-5, cutoff de identidade mínima de 60% e cutoff de alinhamento mínimo de 15). 
 
(continua) 
METAGENOMA DOMÍNIO FILO CLASSE ABUNDÂNCIA 
Média E-
value 
Média % 
identidade 
Média 
alinhamento 
Nº 
hits 
ILLUMINA Archaea Crenarchaeota Thermoprotei 14630 -5.38 74.89 29.83 2258 
454 Archaea Crenarchaeota Thermoprotei 388 -14.31 63.39 59.74 306 
ILLUMINA Archaea Euryarchaeota Archaeoglobi 10174 -5.63 76.29 29.91 556 
454 Archaea Euryarchaeota Archaeoglobi 567 -19.31 64.67 70.29 232 
ILLUMINA Archaea Euryarchaeota Halobacteria 14828 -5.48 76.03 29.96 2856 
454 Archaea Euryarchaeota Halobacteria 530 -13.63 64.01 58.56 491 
ILLUMINA Archaea Euryarchaeota Methanobacteria 10101 -5.66 75.93 30.14 909 
454 Archaea Euryarchaeota Methanobacteria 442 -20.29 63.55 74.64 235 
ILLUMINA Archaea Euryarchaeota Methanococci 1970 -5.38 75.81 30.17 348 
454 Archaea Euryarchaeota Methanococci 47 -19.16 63.07 69.90 43 
ILLUMINA Archaea Euryarchaeota Methanomicrobia 89480 -5.93 77.63 30.15 5478 
454 Archaea Euryarchaeota Methanomicrobia 3198 -22.89 65.80 77.07 1479 
ILLUMINA Archaea Euryarchaeota Methanopyri 2513 -5.46 74.83 30.11 230 
ILLUMINA Archaea Euryarchaeota Thermococci 13955 -5.40 75.60 30.05 1640 
454 Archaea Euryarchaeota Thermococci 590 -17.25 64.40 67.00 332 
ILLUMINA Archaea Euryarchaeota Thermoplasmata 4590 -5.61 75.93 29.93 710 
ILLUMINA Archaea Euryarchaeota 
unclassified (derived from 
Euryarchaeota) 8837 -5.77 77.10 30.03 555 
454 Archaea Euryarchaeota 
unclassified (derived from 
Euryarchaeota) 437 -19.51 65.32 70.24 224 
ILLUMINA Archaea Korarchaeota 
unclassified (derived from 
Korarchaeota) 3345 -5.44 74.97 29.99 241 
ILLUMINA Archaea Thaumarchaeota 
unclassified (derived from 
Thaumarchaeota) 2057 -6.07 77.67 29.84 215 
454 Archaea Thaumarchaeota 
unclassified (derived from 
Thaumarchaeota) 101 -19.33 66.01 68.25 57 
ILLUMINA Bacteria Acidobacteria Solibacteres 146306 -6.07 78.63 30.02 3941 
454 Bacteria Acidobacteria Solibacteres 7662 -23.84 67.24 77.87 2289 
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Anexo 3. Distribuição taxonômica das sequências de proteases dos sequenciamentos por 454 e Illumina. Abundância 
funcional dada pelo SEED e afiliação taxonômica realizada pelo M5NR (ambos calculados utilizando parâmetros default: 
e-value cutoff de 1e-5, cutoff de identidade mínima de 60% e cutoff de alinhamento mínimo de 15). 
 
(continuação) 
METAGENOMA DOMÍNIO FILO CLASSE ABUNDÂNCIA 
Média E-
value 
Média % 
identidade 
Média 
alinhamento 
Nº 
hits 
 
ILLUMINA Bacteria Acidobacteria 
unclassified (derived from 
Acidobacteria) 81433 -6.12 79.13 30.10 2433 
454 Bacteria Acidobacteria 
unclassified (derived from 
Acidobacteria) 3738 -25.04 67.78 80.20 1305 
ILLUMINA Bacteria Actinobacteria Actinobacteria (class) 1584867 -6.46 82.26 30.00 
1148
33 
454 Bacteria Actinobacteria Actinobacteria (class) 59717 -23.51 69.41 76.58 
3276
7 
ILLUMINA Bacteria Aquificae Aquificae (class) 22995 -6.05 78.11 30.16 1473 
454 Bacteria Aquificae Aquificae (class) 644 -22.79 65.22 79.03 341 
ILLUMINA Bacteria Bacteroidetes Bacteroidia 65573 -6.26 79.50 30.13 6764 
454 Bacteria Bacteroidetes Bacteroidia 2411 -22.62 66.81 76.20 1482 
ILLUMINA Bacteria Bacteroidetes Cytophagia 72206 -6.15 78.38 29.99 4968 
454 Bacteria Bacteroidetes Cytophagia 2984 -22.52 66.00 75.53 1620 
ILLUMINA Bacteria Bacteroidetes Flavobacteriia 195675 -6.52 80.73 30.23 
1047
3 
454 Bacteria Bacteroidetes Flavobacteriia 5588 -29.03 69.45 85.38 2734 
ILLUMINA Bacteria Bacteroidetes Sphingobacteriia 35334 -6.12 78.14 30.03 3137 
454 Bacteria Bacteroidetes Sphingobacteriia 1499 -23.93 65.88 78.18 891 
ILLUMINA Bacteria Bacteroidetes 
unclassified (derived from 
Bacteroidetes) 77287 -5.84 77.60 30.08 3879 
454 Bacteria Bacteroidetes 
unclassified (derived from 
Bacteroidetes) 3975 -23.31 66.10 79.19 1641 
ILLUMINA Bacteria Chlamydiae Chlamydiia 11199 -6.40 81.92 29.70 1340 
454 Bacteria Chlamydiae Chlamydiia 239 -21.84 64.77 77.32 165 
ILLUMINA Bacteria Chlorobi Chlorobia 134936 -6.20 79.18 30.20 8907 
454 Bacteria Chlorobi Chlorobia 5196 -24.48 66.59 80.54 2695 
ILLUMINA Bacteria Chloroflexi Chloroflexi (class) 269139 -6.00 78.72 30.17 
1028
6 
454 Bacteria Chloroflexi Chloroflexi (class) 13854 -23.45 66.72 78.72 5521 
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Anexo 3. Distribuição taxonômica das sequências de proteases dos sequenciamentos por 454 e Illumina. Abundância 
funcional dada pelo SEED e afiliação taxonômica realizada pelo M5NR (ambos calculados utilizando parâmetros default: 
e-value cutoff de 1e-5, cutoff de identidade mínima de 60% e cutoff de alinhamento mínimo de 15). 
 
(continuação) 
METAGENOMA DOMÍNIO FILO CLASSE ABUNDÂNCIA 
Média E-
value 
Média % 
identidade 
Média 
alinhamento 
Nº 
hits 
 
ILLUMINA Bacteria Chloroflexi Dehalococcoidetes 38532 -6.11 79.05 30.22 1606 
454 Bacteria Chloroflexi Dehalococcoidetes 1472 -23.50 67.10 78.07 698 
ILLUMINA Bacteria Chloroflexi Thermomicrobia (class) 86405 -5.98 78.42 30.16 3292 
454 Bacteria Chloroflexi Thermomicrobia (class) 4608 -24.75 66.75 81.75 1847 
ILLUMINA Bacteria Cyanobacteria Gloeobacteria 23393 -5.91 77.92 30.13 1520 
454 Bacteria Cyanobacteria Gloeobacteria 1333 -19.48 64.61 72.35 635 
ILLUMINA Bacteria Cyanobacteria 
unclassified (derived from 
Cyanobacteria) 277478 -6.35 80.51 30.10 
2617
8 
454 Bacteria Cyanobacteria 
unclassified (derived from 
Cyanobacteria) 9960 -20.66 66.37 72.75 5408 
ILLUMINA Bacteria Deferribacteres Deferribacteres (class) 13637 -6.34 79.88 30.29 999 
454 Bacteria Deferribacteres Deferribacteres (class) 399 -24.89 66.08 82.02 265 
ILLUMINA Bacteria Deinococcus-Thermus Deinococci 81753 -5.98 78.81 30.11 6245 
454 Bacteria Deinococcus-Thermus Deinococci 3565 -22.21 66.31 76.83 2086 
ILLUMINA Bacteria Dictyoglomi Dictyoglomia 16856 -5.83 76.69 30.27 1244 
454 Bacteria Dictyoglomi Dictyoglomia 680 -23.52 65.56 79.59 417 
ILLUMINA Bacteria Elusimicrobia Elusimicrobia (class) 4046 -5.95 78.95 29.95 389 
454 Bacteria Elusimicrobia Elusimicrobia (class) 79 -20.46 64.54 73.08 75 
ILLUMINA Bacteria Firmicutes Bacilli 185591 -5.96 79.33 30.07 
3264
2 
454 Bacteria Firmicutes Bacilli 5035 -18.74 64.49 70.04 4116 
ILLUMINA Bacteria Firmicutes Clostridia 426801 -5.94 78.10 30.21 
3192
4 
454 Bacteria Firmicutes Clostridia 18495 -22.40 65.02 77.91 9805 
ILLUMINA Bacteria Firmicutes Erysipelotrichi 2312 -5.62 76.16 30.19 446 
454 Bacteria Firmicutes Erysipelotrichi 63 -15.52 63.91 62.81 63 
ILLUMINA Bacteria Firmicutes Negativicutes 3572 -5.81 78.22 30.20 549 
ILLUMINA Bacteria Fusobacteria Fusobacteriia 19586 -6.22 80.02 30.16 1901 
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Anexo 3. Distribuição taxonômica das sequências de proteases dos sequenciamentos por 454 e Illumina. Abundância 
funcional dada pelo SEED e afiliação taxonômica realizada pelo M5NR (ambos calculados utilizando parâmetros default: 
e-value cutoff de 1e-5, cutoff de identidade mínima de 60% e cutoff de alinhamento mínimo de 15). 
 
(continuação) 
METAGENOMA DOMÍNIO FILO CLASSE ABUNDÂNCIA 
Média E-
value 
Média % 
identidade 
Média 
alinhamento Nº hits 
 
454 Bacteria Fusobacteria Fusobacteriia 264 -20.67 66.35 71.22 195 
ILLUMINA Bacteria Planctomycetes Planctomycetia 661930 -6.53 81.31 30.06 
1031
7 
454 Bacteria Planctomycetes Planctomycetia 31857 -28.28 71.04 83.02 6875 
ILLUMINA Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria 2629734 -6.73 83.02 30.16 
1587
71 
454 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria 98318 -31.91 72.15 90.90 
4771
1 
ILLUMINA Bacteria Proteobacteria Betaproteobacteria 1060702 -6.63 82.13 30.17 
8174
6 
454 Bacteria Proteobacteria Betaproteobacteria 36268 -26.09 68.50 82.38 
1950
2 
ILLUMINA Bacteria Proteobacteria Deltaproteobacteria 1551930 -6.18 79.46 30.20 
5602
9 
454 Bacteria Proteobacteria Deltaproteobacteria 68886 -25.57 67.26 82.59 
2596
0 
ILLUMINA Bacteria Proteobacteria Epsilonproteobacteria 47429 -6.26 80.44 29.96 6056 
454 Bacteria Proteobacteria Epsilonproteobacteria 1183 -18.75 66.31 67.73 672 
ILLUMINA Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria 2786037 -6.97 84.93 30.16 
1753
12 
454 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria 107524 -28.69 77.10 79.85 
4027
0 
ILLUMINA Bacteria Proteobacteria 
unclassified (derived from 
Proteobacteria) 45485 -6.31 80.42 30.16 1517 
454 Bacteria Proteobacteria 
unclassified (derived from 
Proteobacteria) 1891 -27.04 68.41 83.94 627 
ILLUMINA Bacteria Spirochaetes Spirochaetia 25424 -6.14 79.64 30.02 2558 
454 Bacteria Spirochaetes Spirochaetia 516 -19.51 65.38 70.75 304 
ILLUMINA Bacteria Synergistetes Synergistia 18796 -6.07 78.53 30.23 1502 
454 Bacteria Synergistetes Synergistia 767 -23.11 65.36 78.93 456 
ILLUMINA Bacteria Tenericutes Mollicutes 3514 -5.87 79.36 29.83 809 
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Anexo 3. Distribuição taxonômica das sequências de proteases dos sequenciamentos por 454 e Illumina. Abundância 
funcional dada pelo SEED e afiliação taxonômica realizada pelo M5NR (ambos calculados utilizando parâmetros default: 
e-value cutoff de 1e-5, cutoff de identidade mínima de 60% e cutoff de alinhamento mínimo de 15). 
 
(continuação) 
METAGENOMA DOMÍNIO FILO CLASSE ABUNDÂNCIA 
Média E-
value 
Média % 
identidade 
Média 
alinhamento 
Nº 
hits 
 
454 Bacteria Tenericutes Mollicutes 33 -15.73 73.61 59.79 10 
ILLUMINA Bacteria Thermotogae Thermotogae (class) 53085 -5.81 77.33 30.18 4537 
454 Bacteria Thermotogae Thermotogae (class) 2164 -20.71 65.16 73.51 1246 
ILLUMINA Bacteria Verrucomicrobia Opitutae 51780 -6.18 78.99 29.95 2166 
454 Bacteria Verrucomicrobia Opitutae 2651 -25.16 67.61 80.46 1008 
ILLUMINA Bacteria Verrucomicrobia Verrucomicrobiae 16037 -6.17 79.96 29.96 989 
454 Bacteria Verrucomicrobia Verrucomicrobiae 747 -27.22 69.20 83.51 296 
ILLUMINA Bacteria Verrucomicrobia 
unclassified (derived from 
Verrucomicrobia) 12601 -6.29 79.50 30.07 799 
454 Bacteria Verrucomicrobia 
unclassified (derived from 
Verrucomicrobia) 530 -22.96 66.97 76.23 270 
ILLUMINA Bacteria 
unclassified (derived 
from Bacteria) 
unclassified (derived from 
Bacteria) 36747 -6.06 78.74 30.16 1432 
454 Bacteria 
unclassified (derived 
from Bacteria) 
unclassified (derived from 
Bacteria) 1666 -25.17 66.94 81.71 703 
ILLUMINA Eukaryota Arthropoda Insecta 1615 -5.71 77.36 29.87 373 
ILLUMINA Eukaryota Ascomycota Saccharomycetes 1415 -5.92 78.20 29.70 248 
ILLUMINA Eukaryota Ascomycota Sordariomycetes 1941 -6.04 78.67 29.92 411 
ILLUMINA Eukaryota Bacillariophyta Mediophyceae 153 -6.45 83.25 29.39 20 
ILLUMINA Eukaryota Chordata Actinopterygii 1797 -5.54 76.29 29.60 430 
ILLUMINA Eukaryota Chordata Amphibia 607 -5.63 77.70 29.75 132 
454 Eukaryota Chordata Amphibia 57 -20.95 63.56 77.69 43 
ILLUMINA Eukaryota Chordata Aves 5021 -6.47 81.54 30.03 462 
ILLUMINA Eukaryota Chordata Mammalia 9106 -5.81 77.17 29.78 2321 
ILLUMINA Eukaryota Nematoda Chromadorea 1646 -5.65 77.58 29.83 374 
ILLUMINA Eukaryota Streptophyta Liliopsida 4499 -5.78 77.18 30.03 1193 
ILLUMINA Eukaryota Streptophyta 
unclassified (derived from 
Streptophyta) 9356 -6.45 82.96 29.59 1481 
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Anexo 3. Distribuição taxonômica das sequências de proteases dos sequenciamentos por 454 e Illumina. Abundância 
funcional dada pelo SEED e afiliação taxonômica realizada pelo M5NR (ambos calculados utilizando parâmetros default: 
e-value cutoff de 1e-5, cutoff de identidade mínima de 60% e cutoff de alinhamento mínimo de 15). 
 
(conclusão) 
METAGENOMA DOMÍNIO FILO CLASSE ABUNDÂNCIA 
Média E-
value 
Média % 
identidade 
Média 
alinhamento 
Nº 
hits 
 
454 Eukaryota Streptophyta 
unclassified (derived from 
Streptophyta) 306 -18.07 64.26 69.16 231 
ILLUMINA Eukaryota 
unclassified (derived 
from Eukaryota) Bangiophyceae 2234 -6.38 80.54 30.26 380 
ILLUMINA Eukaryota 
unclassified (derived 
from Eukaryota) Cryptophyta 359 -6.28 81.45 30.25 48 
ILLUMINA Viruses 
unclassified (derived 
from Viruses) unclassified (derived from Viruses) 8 -6.06 79.53 31.00 2 
454 Viruses 
unclassified (derived 
from Viruses) unclassified (derived from Viruses) 2 -9.00 73.75 40.00 1 
ILLUMINA 
other 
sequences 
unclassified (derived 
from other sequences) 
unclassified (derived from other 
sequences) 3005 -6.38 79.47 30.29 288 
ILLUMINA unassigned unassigned unassigned 2293343 -6.34 80.57 30.13 
1098
83 
454 unassigned unassigned unassigned 70104 -25.39 68.51 81.05 
2416
8 
 161
Anexo 4. Formulário de proposta de projeto envolvendo OGM – CIBio. 
(continua) 
 
 162
(continua) 
 
 163
(continua) 
 
 164
(cnclusão) 
 
